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(54) 发 明 名 称 
于 制造 组 织 的 装置 .系统 和 方法 
(57) 摘要 
本 文 描述 了 生物 打印 机 , 其 包含 :一 个 或 多 
个 打印 机 头 , 其 中 打印 机 头 包 含 用 于 接收 和 夹 持 
至 少 一 个 墨盒 的 手段 ,并 且 其 中 所 述 墨 盒 包 含 选 
自 以 下 一 种 或 多 种 的 内 容 物 :生物 墨水 和 支撑 材 
料 ;用 于 校准 至 少 一 个 墨盒 的 位 置 的 手段 ;和 用 
于 分 配 至 少 一 个 墨盒 的 内 容 物 的 手段 。 本 文 进 一 8 

省 述 了 用 于 制造 组 织 构建 体 的 方法 ,包括 : 计 入 总 要 同根 “改天 感应 中 和 
机 模块 接收 期 望 的 组 织 构建 体 的 视觉 表示 的 输 
入 ;计算 机 模块 生成 一 系列 命令 ,其 中 该 命令 基 
于 该 视觉 表示 且 可 被 生物 打印 机 读 取 ;计算 机 模 


块 将 该 系列 命令 提供 给 生物 打印 机 ;和 生物 打印 
机 按照 该 命令 沉积 生物 墨水 和 支撑 材料 , 以 形 
具有 限定 的 几何 形状 的 构建 体 。 


CN 103249567 B 权 利 要 求 书 172 页 


1 .一 种 生物 打印 机 ,其 包含 : 

a. 一 个 或 多 个 打印 机 头 , 其 中 该 打印 机 头 包含 用 于 接收 和 严 持 至 少 一 个 墨盒 的 装置 ， 
并 且 其 中 所 述 墨 盒 包 含 沉积 孔 口 和 选 自 以 下 一 种 或 多 种 的 固体 或 半 固 体内 容 物 : 

i .生物 黑 水 ,所 述 生 物 黑 水 是 含有 多 个 细胞 的 半 固 体 或 固体 组 合 物 ,和 

ii. 文 撑 材 料 ; 

pb. 用 于 校准 至 少 一 个 墨盒 的 位 置 的 装置 ;和 

c. 用 于 分 配 至 少 一 个 墨盒 的 内 容 物 的 装置 ,其 通过 压力 将 所 述 内 容 物 挤 出 。 

2. 如 权利 要 求 1 所 述 的 生物 打印 机 ,其 中 所 述 用 于 分 配 至 少 一 个 墨盒 的 内 容 物 的 装置 

是 应 用 活塞 、 应 用 压缩 气体 、 液 压 技 术 或 其 组 合 。 

3. 如 权利 要 求 1 所 述 的 生物 打印 机 ,进一步 包含 用 于 调节 温度 的 装置 。 

4. 如 权利 要 求 3 所 述 的 生物 打印 机 ,进一步 包含 用 于 调节 环境 温度 .墨盒 温 度 、 墨盒 
容 物 温度 、 接 收 表面 温度 或 其 组 合 的 装置 。 

5. 如 权利 要 求 4 所 述 的 生物 打印 机 ,其 中 所 述 用 于 调节 温度 的 装置 是 加 热 元 件 。 

6. 如 权利 要 求 5 所 述 的 生物 打印 机 ,其 中 所 述 用 于 调节 温度 的 装置 是 辐射 加 热 嚣 、 对 流 
加 热 器 、 传 导 加 热 嚣 、 风 扇 加 热 器 、 热 交换 器 或 其 组 合 。 

7. 如 权利 要 求 4 所 述 的 生物 打印 机 ,其 中 所 述 用 于 调节 温度 的 装置 是 冷却 元 件 。 

8. 如 权利 要 求 7 所 述 的 生物 打印 机 ,其 中 所 述 用 于 调节 温度 的 装置 是 冷却 剂 容 器 、 冷 冻 
液 , 冰 、 辐 射 冷却 器 、 对 流 冷 却 上 器、 传导 冷却 器 、 风 局 冷却 器 或 其 组 合 。 

9. 如 权利 要 求 1 所 述 的 生物 打印 机 ,进一步 包含 用 于 向 以 下 一 种 或 多 种 应 用 润 湿 剂 的 
装置 : 

a. 打 印 机 人 台 ; 

pb .接收 表面 ; 

c. 沉 积 孔 口 ; 

d. 生 物 墨 水 ; 

e. 文 撑 材 料 ;和 

f. 打 印 的 构建 体 ; 

其 中 在 一 个 或 多 个 时 间 点 应 用 润 湿 剂 ,该 时 间 点 选 自 :通过 生物 打印 机 分 配 生 物 墨 水 
或 支撑 材料 之 前 .与 分 配 基 本 同时 和 通过 生物 打印 机 分 配 生物 墨水 或 支撑 材料 之 后 。 

10 .一 种 校准 包含 沉积 孔 口 的 墨盒 的 位 置 的 方法 ,其 中 所 述 墨 盒 接 附 在 权利 要 求 1 的 生 
物 打 印 机 上 ,该 方法 包括 : 沿 至 少 一 个 轴 校 准 墨 盒 位 置 ;其 中 所 述 轴 选 自 x 轴 y 轴 和 z 轴 ;并 
且 其 中 利用 激光 进行 各 校准 。 

11. 如 权利 要 求 10 所 述 的 校准 包含 沉积 孔 口 的 墨盒 的 位 置 的 方法 ,其 中 利用 激光 沿 至 
少 一 个 轴 校 准 墨盒 位 置 包括 ， 

a. 治 轴 定 位 激光 束 ; 

pb . 治 与 激 沧 束 轴 垂直 的 轴 移 动 所 述 墨 盒 ,并 且 在 激光 束 被 墨盒 中 断 时 立即 停止 所 述 移 
动 ,其 中 记录 激光 束 补 中断 的 位 置 ， 

c. 在 激光 束 的 路 径 内 沿 激光 束 的 相同 轴 移 动 黑 盒 , 并 且 在 达到 传感器 阀 限时 立即 停止 
所 述 移动 ,其 中 记录 达到 传感器 阀 限 的 位 置 ; 

.定位 墨盒 ,使 得 激光 束 能 够 测量 墨盒 上 一 个 或 多 个 点 的 精确 位 置 ; 和 


2 


CN 103249567 B 权 利 要 求 书 2/2 页 


e. 在 一 个 或 多 个 轴 上 重复 步骤 (a)、(b)、(c) 和 (d) 中 的 一 个 或 多 个 ,并 对 记录 的 位 置 进 
行 计算 ,以 确定 墨盒 在 空间 中 的 位 置 。 

12 .一 种 用 于 校准 包含 沉积 孔 口 的 墨盒 的 位 置 的 系统 ,其 中 所 述 墨 盒 接 附 在 权利 要 求 1 
的 生物 打印 机 上 ,所 述 系统 包含 :用 于 治 至 少 一 个 轴 校 准 墨 盒 位 置 的 装置 ,其 中 所 述 轴 选 自 
y 轴 、x 轴 和 z 轴 。 

13. 如 权利 要 求 12 所 述 的 用 于 校准 包含 沉积 孔 口 的 黑 盒 的 位 置 的 系统 ,其 中 所 述 用 于 
校准 墨盒 位 置 的 装置 是 光学 准 直 、 机 械 准 直 、 压 电 准 直 、 磁 力 准 直 、 电 场 或 电容 准 直 、 超 声 准 
直 或 其 组 合 。 

14. 如 权利 要 求 13 所 述 的 用 于 校准 包含 沉积 孔 口 的 墨盒 的 位 置 的 系统 ,其 中 所 述 光 学 
准 直 是 激光 准 直 。 

15. 一 种 用 于 制造 组 织 构建 体 的 方法 ,包括 : 

a. 计 算 机 模块 接收 期 望 的 组 织 构 建 体 的 视觉 表示 的 输入 ; 

b. 计 算 机 模块 生成 一 系列 命令 ,其 中 该 命令 基于 该 视觉 表示 且 可 被 生物 打印 机 读 取 ; 

c. 计 算 机 模块 将 该 系列 命令 提供 给 权利 要 求 1 的 生物 打印 机 ;和 

d. 所 述 生 物 打印 机 按照 该 命令 沉积 生物 墨水 和 支撑 材料 ,以 形成 具有 限定 的 几何 形状 
的 构建 体 。 

16. 如 权利 要 求 15 所 述 的 用 于 制造 组 织 构建 体 的 方法 ,其 中 所 述 视觉 表示 包含 将 期 望 
的 组 织 构 建 体 的 一 个 或 多 个 元 素 识别 为 以 下 一 种 或 多 种 : 

a. 生 物 墨水 ; 

bp. 生物 墨 水 的 具体 组 成 ; 

c. 支 撑 材 料 ; 和 

d. 支 撑 材 料 的 具体 组 成 。 

17 .一 种 接收 表面 ,其 用 于 接收 由 如 权利 要 求 1 所 述 的 生物 打印 机 沉积 的 一 个 或 多 个 结 
构 ,其 中 该 接收 表面 是 基本 平坦 或 基本 光滑 的 。 

18 .一 种 接收 表面 ,其 用 于 接收 由 如 权利 要 求 1 所 述 的 生物 打印 机 沉积 的 一 个 或 多 个 结 
构 , 其 中 该 接收 表面 的 形 貌 被 设计 为 适应 或 影响 一 个 或 多 个 沉积 的 结构 的 大 小 、 形 状 或 纹 
所 


19. 权 利 要 求 18 的 接收 表面 ,其 中 该 接收 表面 的 形 貌 被 设计 为 适应 或 影响 一 个 或 多 个 
沉积 的 结构 的 几何 形状 。 
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[0001] “交叉 引用 


[0002] ”本 申请 要 求 提交 于 2010 年 10 月 21 日 的 第 61/405,582 号 美国 临时 申请 的 权益 ,其 通 
过 引用 全 文 并 入 。 
背景 技术 


[0003] ”医疗 保健 行业 面临 着 许多 紧迫 的 问题 ,截至 2009 年 12 月 ,有 105,305 名 患者 由 器 官 
共享 联合 网 络 (UNOS) 登 记 为 需要 器 官 移植 .2009 年 一 月 到 九 月 , 仅 进行 了 21,423 例 移植 。 每 
年 添加 到 UNOS 名 单 上 的 患者 比 进 行 移植 的 更 多 ,导致 等 待 移植 的 患者 数目 净 增 加 。 例 如 ,在 
2008 年 初 ,有 75,834 人 登记 为 需要 肾 ; 在 那 一 年 年 底 , 该 数字 已 增长 到 80,972 人 。 那 一 年 进 
行 了 16,546 例 肾 移植 ,但 名 单 上 增加 了 33,005 名 新 患者 ,2008 年 ,由 UN0S 登 记 为 需要 肾 的 患 
者 的 移植 率 为 20% ,等 待 名 单 上 的 患者 的 死亡 率 为 7%。 

[0004] ”此 外 ,新 药物 化 合 物 的 研究 和 开发 成 本 大 约 为 18 亿 美元 ,参见 Paul 等 人 (2010) 
.How to improve R&D productivity:the pharmaceutical industry’s grand 
challenge.Nature Reviews Drug Discovery 9(3):203-214。 药 物 研 发 是 发 现 和 /或 设计 
药物 的 过 程 .药物 研发 的 过 程 通常 至 少 包 括 以 下 步骤 :候选 药物 的 识别 、 合 成 .表征 、 算 选 和 
治疗 效果 的 分 析 。 尽 管 技术 和 对 生物 系统 的 理解 在 进步 ,但 药物 研发 仍然 是 一 个 漫长 而 昂 
贵 的 低 效率 过 程 , 且 新 治疗 发 现 出 现 的 几率 较 低 。 


发 明 内 容 

[0005] ”为 了 缓解 对 组 织 和 器 官 的 迫切 需求 ,对 于 促进 再 生 医学 和 组 织 工程 技术 的 应 用 的 
工具 和 技术 存在 需求 .对 于 大 幅 增 加 创新 的 .有 成 本 效益 的 新 医学 产品 的 数量 和 质量 且 不 
会 招致 无 法 承受 的 研发 成 本 的 工具 和 技术 ,也 存在 需求 .因此 ,发 明 人 在 本 文中 描述 了 用 于 
制造 组 织 和 器 官 的 装置 .系统 和 方法 。 
[0006] ”本 文 描述 了 生物 打印 机 ,其 包含 :一 个 或 多 个 打印 机 头 ,其 中 打印 机 类 包含 接收 和 
夹 持 至 少 一 个 墨盒 的 手段 (neans) ,并 且 其 中 所 述 墨 盒 包 含 选 自 以 下 一 种 或 多 种 的 内 容 物 : 
生物 墨水 和 支撑 材料 ;用 于 校准 至 少 一 个 墨盒 的 位 置 的 手段 ;和 用 于 分 配 至 少 一 个 墨盒 的 
内 容 物 的 手段 .在 一 个 实施 方案 中 ,未 文 描述 的 打印 机 头 包含 用 于 接收 和 夹 持 一 个 墨盒 的 
手段 。 在 另 一 实施 方案 中 ,本 文 描述 的 打印 机 头 包含 用 于 接收 和 夹 持 超过 一 个 墨盒 的 手段 。 
在 另 一 实施 方案 中 ,生物 打印 机 进一步 包含 打印 机 台 。 在 另 一 实施 方案 中 ,用 于 接收 和 夹 持 
至 少 一 个 墨盒 的 手段 选 自 :磁力 吸引 、 简 夹 夹 头 夹具 (collet chuck grip)、 套 圈 、 螺 母 . 简 
接合 器 或 其 组 合 ,在 又 一 实施 方案 中 ,用 于 接收 和 夹 持 至 少 一 个 墨盒 的 手段 是 简 夹 夹 头 夹 
具 , 在 又 一 实施 方案 中 ,用 于 校准 至 少 一 个 墨盒 的 位 置 的 手段 选 自 :激光 准 直 、 光 学 准 直 .机 
械 准 直 、 奈 电 准 直 ,磁力 准 直 ,电场 或 电容 准 直 ,超声 准 直 或 其 组 合 .在 又 一 实施 方案 中 ,用 
于 校准 至 少 一 个 墨盒 的 位 置 的 手段 是 激光 准 直 ,在 另 一 实施 方案 中 ,用 于 分 配 至 少 一 个 墨 
盒 的 内 容 物 的 手段 是 应 用 活塞 .应 用 压力 、 应 用 压缩 气体 ,液压 技术 或 其 组 合 .在 又 一 实施 
方案 中 ,用 于 分 配 至 少 一 个 墨盒 的 内 容 物 的 手段 是 应 用 活塞 。 在 又 一 实施 方案 中 ,活塞 的 直 


CN 103249567 B 说 明 书 2/30 页 


径 小 于 墨盒 的 直径 。 在 另 一 实施 方案 中 ,生物 打印 机 进一步 包含 用 于 调节 温度 的 手段 。 在 又 
一 实施 方案 中 ,生物 打印 机 进一步 包含 用 于 调节 环境 温度 .墨盒 温度 .墨盒 内 容 物 温度 、 接 
收 表面 温度 或 其 组 合 的 手段 。 在 又 一 实施 方案 中 ,用 于 调节 温度 的 手段 是 加 热 元 件 。 在 又 一 
实施 方案 中 ,用 于 调节 温度 的 手段 是 加 热 器 。 在 又 一 实施 方案 中 ,用 于 调节 温度 的 手段 是 辐 
射 加 热 嚣 、 对 流 加 热 嚣 、 传 导 加 热 嚣 、 风 扇 加 热 嚣 、 热 交换 器 或 其 组 合 , 在 又 一 实施 方案 中 ， 
用 于 调节 温度 的 手段 是 冷却 元 件 。 在 又 一 实施 方案 中 ， 用 于 油 节 温度 的 手段 是 冷却 剂 容器 、 
冷冻 液 . 冰 辐射 冷 却 器 、 对 流 冷 却 器 、 传 导 冷 却 器 、 风 局 冷却 器 或 其 组 合 , 在 叉 一 实施 方案 
中 ,将 温度 调节 为 约 40C 至 约 90C ,在 又 一 实施 方案 中 郊 温 度 调节 为 的 0 忆 至 约 10C 在 骨 
一 实施 方案 中 ,本 文公 开 的 生物 打印 机 进一步 包含 用 于 向 以 下 一 种 或 多 种 应 用 润 湿 剂 的 手 
段 :打印 机 人 台 ;接收 表 面 、 沉 积 孔 口 .生物 墨水 、 支 撑 材 料 或 打印 的 构建 体 。 

[0007] ”本文 还 公开 了 校准 包含 沉积 孔 口 的 墨盒 的 位 置 的 方法 ,其 中 墨盒 接 附 在 生物 打印 
机 上 ,该 方法 包括 : 沿 至 少 一 个 轴 校 准 墨 盒 位 置 ;其 中 所 述 轴 选 自 x 轴 、y 轴 和 z 轴 ;并 且 其 中 
利用 激光 进行 各 校准 。 在 一 个 实施 方案 中 ,该 方法 包括 激发 激光 并 生成 至 少 一 道 基本 稳定 
和 和 /或 基本 静止 的 激光 束 , 并 有 旦 其 中 所 述 激 光束 与 地 面 平行 ,在 另 一 实施 方案 中 ,该 方法 包 
括 激 发 激光 并 生成 至 少 一 道 基本 稳定 和 /或 基本 静止 的 激光 束 , 并 且 其 中 所 述 激光 束 与 地 
面 垂 直 .。 在 又 一 实施 方案 中 ,利用 第 一 和 第 二 激光 进行 各 校准 。 在 又 一 实施 方案 中 ,第 一 激 
光 与 地 面 垂直 ,而 第 二 激光 与 地 面 平行 ,在 另 一 实施 方案 中 ,利用 水 平 激光 沿 y 轴 校准 墨盒 
位 置 包括 :定位 黑 盒 ,使 得 墨盒 (i) 位 于 第 一 > 卦 限 且 (ii) 分 配 孔 口 低 于 激光 束 的 上 浆 限 ; 
(a) 向 激光 束 移动 墨盒 ,并且 在 激光 束 被 墨盒 中 断 时 立即 停止 所 述 移 动 , 其 中 激光 束 被 墨盒 
中 断 的 位 置 是 第 一 7 位 置 ;(b) 重 新 定位 墨盒 ,使 得 墨盒 位 于 第 二 y 卦 限 ,并 且 分 配 孔 口 低 于 
激光 束 的 上 阔 限 ;(c) 向 激光 束 移动 墨盒 ,并 且 在 激光 束 被 墨盒 中 断 时 立即 停止 所 述 移 动 ， 
其 中 激光 束 被 中 断 的 位 置 是 第 二 y 位 置 ;(d) 并 计算 第 一 y 位 置 和 第 二 y 位 置 之 间 的 中 点 ,在 
男 一 实施 方案 中 ,利用 水 平 激光 沿 x 轴 校准 黑金 位 置 包括 :(a) 将 墨盒 定位 (i) 在 第 一 y 位 置 
和 第 二 y 位 置 之 间 的 中 点 , 且 (ii) 在 激光 的 传感器 阀 限 (threshold) 以 外 ;(pb) 向 传感器 阀 限 
移动 墨盒 ,并且 在 墨盒 接 触 传感器 阀 限时 立即 停止 所 述 移动 :(c) 其 中 墨盒 接触 传感器 的 位 
置 加 上 半 个 墨盒 宽度 为 x 位 置 。 在 另 一 实施 方案 中 ,利用 水 平 激光 沿 z 轴 校准 墨盒 位 置 包括 
(a) 定 位 墨盒 ,使 得 分 配 孔 口 位 于 激光 束 上 方 ;(b) 向 激光 束 移动 墨盒 ,并 且 在 激光 束 被 墨盒 
中 断 时 立即 停止 所 述 移动 ,其 中 激光 束 被 中 断 的 位 置 是 z 位 置 。 在 另 一 实施 方案 中 ,利用 重 
直 激 光 沿 y 轴 校准 墨盒 的 位 置 包括 :(a) 定 位 墨盒 ,使 得 墨盒 (i) 位 于 第 一 y 卦 限 且 (ii) 分 配 
孔 口 在 激光 束 的 传感器 阀 限 以 外 ;(b) 向 激光 束 移动 墨盒 ,并 且 在 激光 束 被 墨盒 中 断 时 立即 
停止 所 述 移动 ,其 中 激光 束 被 墨盒 中 断 的 位 置 是 第 一 位置;(c) 重 新 定位 墨盒 ,使 得 墨盒 位 
于 第 二 y 卦 限 且 分 配 孔 口 在 激光 束 的 传感器 阅 限 以 外 ;: (d) 向 激光 束 移动 墨盒 ,并 且 在 激光 
束 被 墨盒 中 断 时 立即 停止 所 述 移动 ,其 中 激光 束 被 中 断 的 位 置 是 第 二 y 位 置 ;(e) 计 算 第 一 7 
位 置 和 第 二 y 位 置 之 间 的 中 点 ;和 (f) 任 选 地 ,重复 (a)-(e) 并 对 计算 的 中 点 取 平 均值 。 在 另 
一 实施 方案 中 ,利用 午 直 激光 沿 x 轴 校准 墨盒 位 置 包括 :(a) 定 位 墨盒 ,使 得 墨盒 (1i) 位 于 第 
一 x 卦 限 且 (ii 分配 孔 口 在 激光 束 的 传感器 阅 限 以 外 ;(b) 向 激光 束 移动 墨盒 ,并 且 在 激光 
束 被 墨盒 中 断 时 立即 停止 所 述 移动 ,其 中 激光 束 被 墨盒 中 断 的 位 置 是 第 一 x 位 置 ;(c) 重 新 
定位 墨盒 ,使 得 墨盒 位 于 第 二 x 卦 限 且 分 配 筷 口 在 激光 束 的 传感器 阀 限 以 外 ;(d) 向 激光 束 
移动 墨盒 ,并 旦 在 激光 束 被 墨盒 中 断 时 立即 停止 所 述 移 动 ,其 中 激光 束 被 中 断 的 位 置 是 第 
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二 x 位 置 ;(e) 计 算 第 一 x 位 置 和 第 二 x 位 置 之 间 的 中 点 ;和 (f) 任 选 地 ,重复 (a)-(e) 并 对 计算 


的 中 点 取 平 均值 ,在 男 一 实施 方案 中 ,利用 重 直 激光 沿 z 轴 校准 淮 例 位置 包括 :(a) 定 位 打印 
机 头 ,使 得 分 配 孔 口 位 于 激光 束 上 方 并 在 激光 传感器 范围 疼 限 以 外 ;(b) 沿 z 轴 移动 打印 机 


明 书 3/30 页 


头 ,达到 传感器 立 限 ;其 中 ,z 位 置 是 达到 激光 传感器 立 限 的 位 置 ;和 任 选 地 ,重复 步骤 (a) 和 


(pb) 并 计算 平均 z 位 置 ,在 另 一 实施 方案 中 , 沿 z 轴 校准 研 盒 位 置 包 括 : 目 测 确定 分 配 孔 口 的 


位 置 。 


L0008] 《本文 进 一 步 描述 了 用 于 校准 包含 分 配 孔 口 的 墨盒 的 位 置 的 系统 ,其 中 该 墨盒 接 附 


在 生物 打印 机 上 ,所 述 系统 包含 :用 于 沿 至 少 一 个 轴 校 准 黑 盒 位 置 的 手段 ,并 且 其 中 所 述 轴 


选 自 y 轴 、x 轴 和 z 轴 。 在 一 个 实施 方案 中 ,用 于 校准 墨盒 的 手段 是 激光 准 直 、 光 学 准 直 、 机 械 


准 直 \ 压 电 淮 直人 磁力 准 直 、 电 场 或 电容 准 直 、 超 声 准 直 或 其 组 合 , 在 男 一 实施 方案 中 ,用 于 


校准 墨盒 的 手段 是 激光 准 直 。 在 又 一 实施 方案 中 ,激光 准 直 手段 包括 选 自 水 平 激光 和 垂直 


激光 的 至 少 一 道 激 区。 在 又 一 实施 方案 中 ,激光 准 直 手 段 包 括 水 平 激光 和 垂直 激光 。 在 又 一 


实施 方案 中 ,将 激光 准 直 手段 精 有 
[0009] ”本 文 进一步 描述 了 用 于 第 


到 稚 直 车 


1 上 士 40um 和 水 平 轴 上 士 20nm。 


1 造 组 织 构建 体 的 方法 ,其 包括 ;计算 机 模块 接收 期 望 的 


组 织 构建 体 的 视觉 表示 (visual representation) 的 输入 :计算 机 模块 生成 一 系列 命令 ,其 
中 该 命令 基于 该 视觉 表示 且 可 被 生物 打印 机 读 取 :计算 机 模块 将 该 系列 命令 提供 给 生物 打 
印 机 ;和 生物 打印 机 按照 该 命令 沉积 生物 墨水 和 支撑 材料 ,以 形成 具有 限定 几何 形状 的 构 


建 体 ,在 一 些 实施 方案 中 ,计算 
含 图 形 用 户 界面 (GUI) .在 更 进 


机 模块 包含 


显示 屏 。 在 进一步 的 实施 方案 中 ,计算 机 模块 包 


一 步 的 实施 方案 中 ,用户 使 用 由 计算 机 模块 提供 的 GUI 来 限 


定 一 个 或 多 个 对 象 的 内 容 , 以 形成 期 望 的 组 织 构建 体 的 视觉 表示 。 在 一 个 实施 方案 中 ,显示 
屏 基 本 上 由 包含 多 个 形状 基本 相同 且 大 小 基本 相等 的 对 象 的 网 格 组 成 。 在 又 一 实施 方案 


中 ,各 个 对 象 的 形状 是 圆 形 的 。 在 又 一 实施 方案 中 ,用户 限定 一 个 或 多 个 对 象 的 内 容 , 以 形 


成 期 望 的 组 织 构建 体 的 视觉 


示 , 在 又 一 实施 方案 中 ,用 户 限定 的 对 象 的 内 容 选 自生 物 黑 
水 或 支撑 材料 ,在 进一步 的 实施 方案 中 ,显示 屏 由 用 户 电子 或 手工 输入 的 三 维 党 染 
(rendering) 组 成 ,从 而 可 以 在 生物 打印 机 上 执行 生物 打印 程序 之 前 在 任何 合适 的 平面 中 
或 矢量 上 调整 三 维 演 染 的 各 种 组 分 。 


L0010] “本文 进一步 描述 了 将 黔 盒 接 附 到 生物 打印 机 上 的 方法 ,包括 :(a) 将 墨盒 插入 简 夹 
夹 头 中 ,其 中 该 简 夹 夹 头 接 附 在 生物 打印 机 的 打印 机 头 上 ;和 (b) 调 节 该 简 夹 夹 头 的 外 套 


环 ; 其 中 所 述 插入 和 调节 基本 上 不 改 ? 


打印 机 头 的 位 置 。 


[0011] ”本 文 进一步 描述 了 与 本 文 描述 的 生物 打印 机 一 起 使 用 的 墨盒 ,其 包含 至 少 一 个 也 


口 :有 所 口 的 这 续 是 光 请 或 


基本 光滑 的 。 


在 一 个 实施 方案 中 ,墨盒 是 毛细 管 或 微量 移 液 


器 。 在 习 一 实施 方案 中 ,墨盒 包含 生物 墨水 。 在 又 一 实 天 作案 墨盒 包含 支撑 材料 .在 又 一 


实施 方案 中 ， 乱 吕 是 国 形 或 方形 的 ， 在 又 一 实施 方案 中 , 墨 * 有 约 lhm 至 约 1000hm 的 内 
直径 。 在 又 一 实施 方案 中 ,墨盒 具有 约 500hm 的 内 直径 。 在 又 方案 中 墨盒 具有 约 1n1 


至 约 50n1 的 容积 ,在 又 一 实施 方案 中 ,墨盒 具有 约 541 的 容积 ,在 又 一 实施 方案 中 ,标记 墨盒 


以 指示 生物 墨水 的 组 成 。 在 又 一 实施 方案 中 ,标记 墨盒 以 指示 支撑 材料 的 组 成 。 在 一 些 实施 
方案 中 ,生物 墨水 和 /或 支撑 材料 是 准备 好 的 (primed)。 在 进一步 的 实施 方案 中 ,通过 在 启 
动 生物 打印 机 程序 之 前 将 生物 墨水 挤 出 到 分 配 孔 口 的 水 平 来 准备 生物 墨水 。 在 进一步 的 实 
施 方案 中 ,通过 在 局 动 生物 打印 机 程序 之 前 将 支撑 材料 挤 出 到 分 配 孔 口 的 水 平 来 准备 支撑 
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材料 。 

[0012] “本文 进 一 步 描述 了 用 于 将 墨盒 接 附 到 生物 打印 机 上 的 系统 ,其 包含 :用 于 接收 轿 
盒 并 将 其 固定 到 生物 打印 机 的 打印 机 关上 的 手段 ;其 中 用 于 接收 和 固定 淮 盒 的 手段 的 使 用 
基本 上 不 改变 打印 机 头 的 位 置 。 在 一 些 实施 方案 中 ,用 于 接收 墨盒 并 将 其 固定 到 打印 机 头 
上 的 手段 选 自 :磁力 吸引 、` 简 夹 夹 头 夹具 、 套 圈 、 螺 母 、 简 接合 器 或 其 组 合 。 在 一 个 实施 方案 
中 ,用 于 接收 墨盒 并 将 其 固定 到 打印 机 头 上 的 手段 中 有 简 夹 。 
[0013] 《本文 进一步 描述 了 用 于 接收 一 个 或 多 个 从 生物 打印 机 分 配 的 结构 的 接收 表面 。 在 
一 个 实施 方案 中 ,接收 表面 是 平坦 或 基本 平坦 的 。 在 另 一 实施 方案 中 ,接收 表面 是 光滑 或 基 
本 光滑 的 ,在 又 一 实施 方案 中 ,接收 表面 是 (a) 平 坦 或 基本 平坦 的 昌 (b) 光 滑 或 基本 光滑 的 
或 (c) 限 定 或 基本 限定 的 .在 男 一 实施 方案 中 ,接收 表面 的 形 貌 被 设计 为 适应 或 影响 一 个 或 
多 个 分 配 的 结构 的 大 小 、 形 状 或 纹理 (texture), 或 者 几何 形状 ,在 又 一 实施 方案 中 ,接收 表 
面包 含 固体 材料 、 半 固体 材料 或 其 组 合 ,在 又 一 实施 方案 中 ,接收 表面 包含 玻璃 、 塑 料 、 金 
属 、 金 属 合金 或 其 组 合 。 在 又 一 实施 方案 中 ,接收 表面 包含 凝 膀 ,在 又 一 实施 方案 中 ,接收 表 
面 抵抗 所 述 一 个 或 多 个 结构 的 粘 附 ,在 又 一 实施 方案 中 ,接收 表面 包含 聚合 的 NovoGel1™。 


附 图 说 明 

[0014] ”图 1 说 明了 使 用 水 平 激光 校准 墨盒 的 一 个 非 限 制 性 实例 。 

[0015] ”图 2 说 明了 使 用 垂直 激光 校准 墨盒 的 一 个 非 限 制 性 实例 。 

[0016] ”图 3 说 明了 毛细 管 准 备 过 程 (priming process) 的 一 个 非 限制 性 实例 。 

[0017] ”图 4 说 明了 生物 打印 的 组 织 构建 体 的 三 维 表示 形式 的 一 个 非 限制 性 实例 。 
医 


[0018] 5 说 明了 通过 使 用 与 带 有 510hm 针 头 的 注射 器 相连 的 NovoGen MMX ”生物 打印 机 
来 连续 沉积 PF-127 而 生成 的 三 维 构建 体 的 一 个 非 限 制 性 实例 ;在 该 情况 下 为 金字 塔 形 构建 
体 。 

[0019] ”图 6 说 明了 通过 使 用 与 带 有 510hm 针 头 的 注射 器 相连 的 NovoGen MMX "生物 打印 机 
来 连续 沉积 PE-127 而 生成 的 三 维 构建 体 的 一 个 非 限制 性 实例 ;在 该 情况 下 为 立方 体形 状 
( 左 图 ) 和 空心 立方 体形 状 ( 右 图 ) 的 构建 体 。 


具体 实施 方式 

L0020] ”本 发 明 涉及 再 生 医学 ` 组 织 / 器 官 工程 .生物 和 医学 研究 以 及 药物 研发 领域 .更 具 
体 地 ,本 发 明 涉 及 用 于 制造 组 织 和 器 官 的 装置 ,用 于 校准 和 使 用 此 类 装置 的 系统 和 方法 ,以 
及 由 本 文公 开 的 装置 .系统 和 方法 制造 的 组 织 和 器 官 。 

[0021] 在 菜 些 实施 方案 中 ,本文 公开 了 生物 打印 机 ,其 包含 :一 个 或 多 个 打印 机 头 , 其 中 
打印 机 头 包含 用 于 接收 和 夹 持 至 少 一 个 墨盒 的 手段 ,并 且 其 中 所 述 黑 盒 包 含 选 自 以 下 一 种 
或 多 种 的 内 容 物 :生物 墨水 和 支撑 材料 ;用 于 校准 至 少 一 个 墨盒 的 位 置 的 手段 ;和 分 配 至 少 
一 个 墨盒 的 内 容 物 的 手段 。 

[0022] ”在 菜 些 实施 方案 中 ,本文 还 公开 了 校准 包含 沉积 孔 口 的 墨盒 的 位 置 的 方法 ,其 中 
墨盒 接 附 在 生物 打印 机 上 ,该 方法 包括 : 沿 至 少 一 个 轴 校 准 黑 盒 位 置 ;其 中 该 轴 选 自 x 轴 、y 
轴 和 z 轴 ;并 且 其 中 利用 激光 进行 各 校准 。 
[0023] ”在 某 些 实施 方案 中 ,本文 还 公开 了 用 于 校准 包含 沉积 孔 口 的 墨盒 的 位 置 的 系统 ， 
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其 中 墨盒 接 附 在 生物 打印 机 上 ,所 述 系 统 包 含 : 用 于 沿 至 少 一 个 轴 校 准 墨盒 位 置 的 手段 ,其 
中 该 轴 选 自 y 轴 x 轴 和 z 轴 。 
[0024] ”在 某 些 实施 方案 中 ,本 文 还 公开 了 用 于 制造 组 织 构建 体 的 方法 ,包括 :计算 机 模块 
接收 期 望 的 组 织 构建 体 的 视觉 表示 的 输入 :计算 机 模块 生成 一 系列 命令 ,其 中 该 命令 基于 
该 视觉 表示 且 可 被 生物 打印 机 读 取 ;计算 机 模块 将 该 系列 命令 提供 给 生物 打印 机 ;以 及 生 
物 打 印 机 按照 该 命令 沉积 生物 墨水 和 支撑 材料 ,以 形成 具有 限定 的 几何 形状 的 构建 体 。 
[0025] ”在 某 些 实施 方案 中 ,本文 还 公开 了 将 墨盒 接 附 到 生物 打印 机 上 的 方法 ,包括 :(a) 
将 墨盒 插入 简 夹 光头 中 ,其 中 该 简 夹 光头 接 附 在 生物 打印 机 的 打印 机 头 上 ;和 (b) 调 节 简 夹 
夹 头 的 外 套 环 :其 中 所 述 插入 和 调节 基本 上 不 改变 打印 机 头 的 位 置 。 

[0026] ”在 某 些 实施 方案 中 ,本文 还 公开 了 用 于 将 墨盒 接 附 到 生物 打印 机 上 的 系统 ,其 包 
含 : 用 于 接收 墨盒 并 将 其 固定 到 生物 打印 机 的 打印 机 头 上 的 手段 ;其 中 使 用 用 于 接收 和 固 
定 墨 盒 的 手段 基本 上 不 改变 打印 机 头 的 位 置 。 

[0027] 某 些 定义 

[0028] 除非 另外 定义 ,本 文 使 用 的 所 有 技术 和 科学 术语 与 本 发 明 所 属 领域 中 普通 技术 人 
员 所 一 般 理 解 的 具有 相同 的 含义 。 本 文 提 及 的 所 有 出 版 物 、 专 利 申请 、 专 利和 其 它 参 考 文献 
均 通 过 引用 全 文 并 入 。 

[L0029] 除非 上 下 文 男 有 明确 指示 ,在 本 说 明 书 和 所 附 权 利 要 求 书 中 使 用 的 单数 形式 “一 
个 ”、“ 一 种 ”和 “该 ”包括 其 复数 形式 ,因此 ,例如 , 提 及 “一 种 核酸 ”包括 一 种 或 多 种 核酸 ,和 / 
或 对 本 领域 技术 人 员 而 言 在 阅读 本 公开 内 容 后 将 会 变 得 显而易见 的 本 文 所 述 类 型 的 组 合 
物 ,诸如 此 类 .除非 另 有 说 明 ,本 文中 对 “或 "的 任何 提 及 旨 在 包括 “和 /或 ”。 

[0030] ”本 文 使 用 的 “ 同 种 异体 移植 物 ” 是 指 源 自 与 受 体 物种 相同 而 在 遗传 上 不 同 的 该 物 
种 成 员 的 器 官 或 组 织 。 
[0031] ”本 文 使 用 的 “生物 墨水 ”是 指 含 有 多 个 细胞 的 液体 、 半 固体 或 固体 组 合 物 ,在 一 些 
实施 方案 中 ,生物 墨水 包含 细胞 溶液 .细胞 聚集 体 、 含 细胞 的 凝 胶 、 多 细胞 体 或 组 织 。 在 一 些 
实施 方案 中 ,生物 墨水 另外 包含 支撑 材料 。 在 一 些 实施 方案 中 ,生物 墨水 另外 包含 提供 使 生 
物 打 印 可 行 的 特定 生物 力学 性 能 的 非 细 胞 材料 。 

[0032] “本文 使 用 的 “生物 打印 ”是 指 通过 与 自动 化 的 `. 计算机 辅助 的 、 三 维 成 型 
(pfototyping) 装 置 (例如 生物 打印 机 ) 相 兼容 的 方法 ,利用 细胞 (例如 细胞 溶液 、 含 细胞 的 
凝 胶 、 细 胞 悬浮 液 、 细 胞 浓缩 物 、 多 细胞 聚集 体 、 多 细胞 体 等 ) 的 三 维 精 确 沉积 

[0033] ”本 文 使 用 的 “墨盒 ”是 指 能 够 接收 (和 容纳 ) 生 物 黑 水 或 支撑 材料 的 任何 物体 。 
[0034] ”本文 使 用 的 “计算 机 模块 "是 指 与 更 大 的 计算 机 系统 交互 的 软件 组 件 ( 包 括 一 段 代 
码 ) ,在 一 些 实施 方案 中 ,软件 模块 (或 程序 模块 ) 以 文件 形式 出 现 ,并 旦 一 el 
系统 内 处 理 特定 任务 .在 一 些 实施 方案 中 ,模块 可 包括 在 一 个 或 多 个 软件 系统 内 ,在 其 它 
施 方 案 中 ,模块 可 与 一 个 或 多 个 其 它 模 块 无 颖 集成 到 一 个 焉 多 个 软件 系统 内 计算 轴 模 世 
任 选 地 是 独立 的 一 段 代 码 , 或 任 选 地 是 不 能 单独 识别 的 代码 。 计 算 机 模块 的 一 个 关键 特征 
是 其 允许 最 终 用 户 使 用 计算 机 来 执行 所 识别 的 功能 

[0035] “本文 使 用 的 "可 植 入 的 "是 指 可 生物 相 容 并 且 能 够 临时 或 基本 永久 地 嵌入 或 植 入 
活 生 物 体内 或 者 附加 到 活 生 物 体 上 。 

[0036] ”本 文 使 用 的 “器官 ” 是 指 连接 成 为 结构 单元 以 行使 常见 功能 的 组 织 集合 .器 官 的 实 
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三 


[0037] 


例 包括 但 不 限于 皮肤 .汗腺 皮脂腺、 乳腺 、 骨 、 脑 下 丘脑 ` 垂 体 、 松 果 体 ,心脏 、 


6/30 页 


se A 
肠 人 


\、 喉 、 


\ 文 气管 . 肺 、 淋 巴 管 .唾液 腺 、 粘 液 腺 、 食 道 . 肯 . 胆 宫 . 肝 脏 、 胰 腺 .小肠 大肠、 结肠 .尿道 、 
凤 、 红 上 腺 ,管道 (conduit)、 输 尿 管 、. 膀 脱 、 输 卵 
劳 腺 、 输 板 腺 .腮腺 、 扇 桃 体 .3 


管子 言 、. 卵 巢 、. 学 丸 ` 前 列 腺 .甲状 腺 .甲状 
曾 殖 腺 (adenoid) 胸腺 和 脾脏 。 
本 文 使 用 的 “患者 ”是 指 任何 个 体 。, 该 术语 与 “ 受 试 者 、“ 受 体 ”和 “ 供 体 ”可 以 互 换 。 


这 些 术 语 均 不 应 解释 为 需要 医学 专业 人 士 (例如 医师 、 护 士 , 执 业 护 士 、 医 师 助 手 、 护 理 员 、 


临终 关怀 工作 者 、 社 工 、 临 床 研究 员 等 


[0038] 


) 或 科研 人 员 的 (持续 的 或 其 它 方式 的 ) 监 督 。 
本 文 使 用 的 “干细胞 "是 指 展 示 出 潜能 和 自我 更 新 的 细胞 ,干细胞 包括 但 不 限于 全 


能 细胞 、 多 潜能 细胞 (pluripotent cells)、 多 能 细胞 (multipotent cells)、 寡 能 细胞 、 单 


能 细胞 和 祖 细 胞 ,干细胞 可 以 是 胚胎 干细胞 、 


导 性 多 能 干细胞 。 
L0039] ”本文 使 用 的 “组 织 


单 层 上 皮 和 复 层 上 皮 )、 内 
[0040] 
[0041] ” 现 有 的 器 官 移植 方法 


[0042] 


”是 指 细 胞 的 诊 集 体 。 组 

网 形 结缔 组 织 、 致 密 结缔 组 织 、 弹 性 组 织 、 网 状 结缔 组 织 和 脂肪 组 织 ) .肌肉 组 织 
肌 .平滑肌 和 心肌 六 泌尿 生殖 组 织 ` 骨 肠 组 织 . 肺 组 织 、 

还 层 源 组 织 、 中 胚层 源 组 织 和 


围 产 期 干细胞 .成体 干 细胞 .羊膜 干细胞 和 


诱 


只 的 实例 包括 但 不 限于 结缔 组 织 ( 例 如 


例如 骨骼 


骨 组 织 、 神 经 组 织 和 上 皮 组 织 (例如 
外 胚层 源 组 织 。 
本 文 使 用 的 “异种 移植 物 "是 指 源 自 与 受 体 不 同 的 物种 的 器 官 或 组 乡 


20D 
o 


因此 ,需要 器 官 移植 的 患者 必 
对 从 活 生 物体 获得 器 官 的 依赖 


[0043] 
[0044] 


移植 排斥 


斥 反应 是 指 因为 受 体 具 有 预先 存在 的 针对 供 
答 . 超 急性 排斥 反应 在 数 分 钟 内 发 生 ,并 且 其 4 
,患者 可 能 患 脓 毒 症 。 寞 种 移植 物 会 引起 超 急 
剂 。 在 一 些 实施 方 案 中 , 从头 人 


rd 


四 


抗体 识别 。 
[0045] 


目前 , 尚 没 有 可 靠 的 器 官 从 头 合 成 方法 ,器官 
献 ) 已 故 供 体 (例如 对 于 肺 和 


竺 征 为 ] 


生 排 斥 反应 ,除了 


判 造 的 组 织 或 器 宵 ， 


等 不 包含 任何 抗 


又 来 自 于 活 供 体 (例如 对 于 肾 和 肝 捐 
心脏 捐献 ), 且 在 少数 情况 下 来 自 于 动物 (例如 猪 心脏 办 膜 ) 。 
须 等 待 供 体 器 官 可 以 获得 .这 导致 可 用 的 器 官 的 短缺 。 此 外 ， 
兽 加 了 移植 排斥 的 可 能 性 。 


在 某 些 情况 下 ,接受 器 官 移植 的 患者 经 历 超 急 性 排斥 反应 本文 使 用 的 超 急性 排 
体 器 官 的 抗体 而 导致 的 补体 介 导 的 免疫 应 
液 凝集 。 


如 果 不 立 即 移 除 移 植 的 器 
首先 对 受 体 施用 免疫 抑 和 
原 , 因 此 不 能 被 受 体 的 任何 


一 


在 某 些 情况 下 ,接受 器 官 移植 的 患者 经 历 急性 排斥 反应 。 本 文 使 用 的 “急性 排斥 反 
应 是 指 在 移植 后 约 一 周到 移植 后 约 一 年 开始 的 免疫 应 答 。. 和 急性 排斥 反应 是 由 


供 体 器 官 上 


存在 外 源 HLA 分 子 而 导致 的 。 在 某 些 情况 下 ,APC 识 别 外 源 HLA 并 激活 辅助 T 细 胞 .在 某 些 情况 


下 ,辅助 ?细胞 激活 细胞 毒性 7 细胞 和 巨 哄 细胞 ,在 某 些 情况 下 ,细胞 毒性 7 细胞 和 巨 哄 细胞 
的 存在 导致 具有 外 源 了 LA 的 细胞 死亡 ,并 因此 导致 移植 的 器 官 的 损害 (或 死亡 )。 急 性 排斥 反 
应 在 约 60-75% 的 肾 移植 和 50-60% 的 肝 移 植 中 发 生 。 在 一 些 实施 方案 中 ,从 头 制造 的 组 织 


或 器 官 将 不 包含 任何 HA, 因 此 将 不 会 时 致 辅助 T 细 胞 的 激活 。 


[0046] 
应 ”是 指 由 


在 某 些 情况 下 ,接受 器 官 移植 的 患者 经 历 慢性 排斥 反应 。 本 文 使 用 的 “慢性 排斥 反 
针对 移植 的 组 织 的 慢性 炎症 性 和 免疫 应 答 所 导致 的 移植 排斥 。 在 一 些 实施 方案 


中 ,从 头 制 


防 


造 的 组 织 或 器 官 将 不 包含 任何 抗原 


或 外 源 HLA, 因 此 将 不 会 引发 炎症 性 或 免疫 应 
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[0047] 


使 用 的 “慢性 同 种 异体 移植 1 
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在 某 些 情况 下 ,接受 器 官 移植 的 患者 经 历 慢 性 同 种 异体 移植 血管 病变 (CAV) 。 本 文 


AS 


电 炳 2 


移植 器 官 的 内 部 : 


x” 是 指 日 


管 纤维 化 所 导致 的 移植 器 


言 的 功能 丧失 。 在 某 些 情况 下 ,CAV 是 对 移植 器 官 的 长 期 免疫 应 答 的 结果 。 在 一 些 实施 方案 


中 ,从头 


剖 造 的 组 织 或 器 官 将 不 包含 任何 抗原 


[0048] 


} 


为 了 避免 移植 排斥 ,对 器 官 受 体 施用 免疫 # 
质 类 固 醇 (例如 泼 尼 松 和 氧化 可 的 松 )、 钙 调 磷 


或 外 源 HLA, 因 此 将 


\ 会 导致 免疫 应 答 。 


用 
发 酶 抑 


曾 殖 剂 (例如 硫 唑 嗓 叭 和 霉 酚 
利 珠 单 抗 (dacluzimab) 、 抗 胸腺 细胞 球 和 蛋白 (ATG) 和 
(例如 西 罗 英 司 和 依 维 英 司 )) 。 然 而 ,免疫 抑 旬 
染 性 (例如 ,肺炎 卡 氏 肺 圳 虫 (pneumocystis carinii pneumonia)(PCP)、 肺 炎 巨 细胞 病 


发 ) 、 针 对 免疫 系统 的 特 
搞 淋 巴 细胞 


制药 物 , 免 疫 抑 和 


判 剂 包括 但 不 限于 皮 


制剂 (例如 环 孢 菌 素 和 他 克 莫 司 )、 抗 
异性 组 分 的 抗体 (例如 巴 利 背 单 抗 、 达 
球 蛋 白 (ALG) 和 mTOR 折 和 
状 剂 具有 数 种 负面 副作用 ,包括 但 不 限于 易 感 


上 


| 剂 


EE 


(cytomegalovirus pneumonia)(CMV)、 单 纯 疱疹 (herpes simplex) 病 毒 和 和 带 状 疱疹 


(herpes zoster) 病 毒 感 染 ) 和 恶性 细胞 的 扩散 、 高 ] 


= 


压 、 血 月 


言 


糖 ` 消 化 性 溃疡 、 肝 


日 开 吊 、 疝 1] 
和 肾 的 损伤 以 及 与 其 它 药物 的 相互 作用 。 在 一 些 实施 方 案 中 ,从 头 制造 的 组 织 或 器 官 将 不 


会 导致 免疫 应 答 ,因此 将 不 需要 施用 免疫 抑 


[0049] 
[0050] 


判 剂 。 


在 某 些 情况 下 , 供 体 器 官 可 能 感染 了 传染 原 。 在 移植 已 感染 的 器 官 后 ,该 传染 原 能 


够 扩散 到 
的 器 官 感 
(LCMVY)、 结 核 、 查 加 
体 的 社会 史 经 
能 产生 假 阴 性 名 


[0051] 
[0052] 


AAA 


体 全 身 ( 部 分 是 因为 免疫 换 


中 药物 的 使 用 )。 作 为 非 限 4 


党 ' 昌 


斯 病 和 


FI 
日 


克 - 雅 氏 病 。 


= 


染 了 HIV、 西 尼罗河 病毒 狂犬病、 商 型 肝炎 淋巴 细胞 性 脉络 从 脑膜 炎 病 
然 这 样 的 感染 是 罕见 的 ,但 它们 仍 会 发 生 - 已 故 供 


中 XE 


不 准 硝 


的 ,因为 其 必然 来 源 于 近亲 ,如 有 果 未 发 生 1 


站 性 实例 , 受 体 已 从 移植 


毒 


清 转 化 ,] 


结 


果 ,或 者 
的 器 官 存活 时 间 有 


清 学 试验 也 可 能 由 于 输血 后 的 
限 ,未 对 许多 不 各 见 的 传染 原 进 和 


这 
站 


判 造 的 组 织 或 器 官 将 不 包含 任何 传染 原 。 


供 体 并 发 症 


活 供 体 也 可 


清 学 试验 可 


液 稀 释 而 产生 假 阴 性 .而 且 ， 


村 筛 查 。 在 一 些 实施 方案 中 ,从 头 


于 捐献 器 官 而 经 历 并 发 症 。 这 些 并 发 闪 


能 由 


的 旨 
[0053] 


认 的 过 敏 反 应 和 手术 差错 
官 。 例 如, 肾 供 体 剩 下 的 肾 朋 
日 织 或 器 官 消除 了 对 供 体 器 官 的 需求 ,因此 将 避免 对 供 体 的 负面 副作用 。 
鉴于 可 用 器 官 的 缺乏 和 供 体 器 官 移植 之 后 可 能 引发 的 所 有 并 发 症 ,对 于 从 头 人 


包括 医 院 交 叉 感 染 对 


而且, 器 官 供 


体 可 能 某 一 天 发 现 他 们 上 自身 需要 他 们 所 捐献 的 


目 


或 肝 供 体 剩 下 的 肝 叶 可 能 受 损 。 在 一 


pa 


已 


组 织 和 器 官 的 方法 存在 需求 。 


[0054] 
[0055] 
通过 二 


程 的 基本 方法 是 将 活 细胞 接种 到 生物 相 容 的 且 最 后 可 
在 生物 反应 器 中 培养 该 构建 体 ,使 得 初始 细胞 群 可 以 在 植 入 后 
组 织 。 使 用 模拟 生物 台 
同时 继承 所 需 器 官 的 形式 和 
具有 挑战 性 ,因为 控 和 


组 织 工 程 


组 乡 


-4 


只 工程 是 


一 个 跨 学 科 领 域 , 它 应 用 和 结合 了 工程 和 


诗 


< 


田 胞 外 基质 (ECM) 的 适当 文 架 ,发 育 中 的 组 双 
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生命 科学 的 原 
曾 加 、 修 复 或 丛 换 器 官 或 组 织 来 恢复 、 维 持 或 改善 组 织 功 能 的 生物 苦 代 品 。 经 典 组 织 工 
生物 降解 的 环境 (例如 支架 ) 中 ,然后 
一 步 扩充 并 成 熟 以 生成 靶 
只 可 以 在 体外 和 体内 成 熟 后 
功能 。 但 是 ,用 类 似 于 天 然 组 织 的 结构 达到 足够 高 的 细胞 密度 
站 细胞 在 支架 各 处 的 分 布 和 空间 排列 的 能 力 受 到 限 
导致 组 织 或 占 官 的 机 械 性 能 差 和 /或 功能 不 足 , 关 于 文 架 的 生物 降解 残留 


实施 方案 中 , 从头 


市 


芭 


JE 人 
聚合 


央 。 这 些 限 1 


判 可 能 
物 的 捕获 和 
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有 数 个 限制 ; 


制造 过 程 的 工业 规模 放大 ,存在 另外 的 挑战 .已 尝试 了 无 支架 的 方法 。 目 前 无 支架 的 方法 具 
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[0056] ”重复 杂 的 几何 形状 ,例如 其 中 每 层 包含 一 种 不 同 的 细胞 类 型 的 多 层 结构 ,可 能 需 


要 将 细胞 类 型 确定 地 、 蜗 分 辩 率 地 放置 在 特定 结构 内 ,从 而 可 再 现 地 达到 类 似 于 天 然 组 织 


的 成 果 。 


[0057] ”外 规模 和 几何 形状 受 扩散 和 /或 对 用 于 养分 供应 的 功能 性 血管 网 络 的 需求 所 限 。 


[0058] ”重组 织 的 存活 能 力 可 能 被 限制 扩散 和 限制 细胞 获取 养分 的 限制 材料 削弱 。 


L0059] 在 某 些 实施 方案 中 ,本 文公 开 了 生成 三 维 组 织 构建 体 的 装置 、 系 统 和 方法 。 本 文公 
开 的 装置 、 系 统 和 方法 使 用 了 分 三 个 阶段 的 过 程 :(i) 预 处 理 或 生物 春水 制备 , (ii) 人 处 理 , 即 
生物 打印 机 将 生物 墨水 颗粒 实际 自动 化 递送 /打印 到 生物 纸张 上 ,和 (iii) 后 处 理 , 即 打印 
的 构建 体 在 生物 反应 器 中 成 熟 / 培 养 。 最 终 的 结构 形成 在 后 处 理 期 间 通过 生物 墨水 颗粒 的 


[0060] ” 国 其 和 


融合 而 发 生 。 本 文公 开 的 装置 、 系 统 和 方法 具有 以 下 优点 : 


EE 够 产生 含 细胞 的 组 织 和 /或 器 官 。 


L0061] 图 其 通过 利用 发 育 生物 学 的 原理 来 模拟 天 然 组 织 形成 过 程 的 环境 条 件 。 


L0062] ” 国 其 可 以 获得 众多 的 复杂 拓扑 结构 (例如 多 层 结构 .重复 的 几何 图 案 ` 段 、 方 、 


圳 等 ) 。 


囊 
- 


[0063] ”图 其 与 自动 化 制造 手段 兼容 并 且 规 模 是 可 调整 的 。 
[0064] “生物 打印 使 得 生成 可 用 于 组 织 修复 、 组 织 增强 、 组 织 蔡 换 和 器 官 蔡 换 的 可 植 入 含 
细胞 组 织 的 改良 方法 成 为 可 能 。 此 外 ,生物 打印 使 得 生成 微 尺度 的 组 织 类 似 物 (包括 对 体外 


试验 有 用 的 组 2 


只 类 似 物 ) 的 改 民 方 法 成 为 可 能 。 


[0065] ”生物 打印 


[0066] ”在 某 些 实施 方案 中 ,本 文公 开 了 用 于 制造 组 织 和 器 官 的 装置 、 系 统 和 方法 ,在 一 些 
实施 方案 中 ,该 装置 是 生物 打印 机 ,在 一 些 实施 方案 中 ,该 方法 包括 使 用 生物 打印 技术 ,在 


的 。 


进一步 的 实施 方案 中 ,利用 本 文 描述 的 闭 置 .系统 和 方法 而 制造 的 组 织 和 器 官 是 生物 打印 


[0067] ”在 一 些 实施 方案 中 ,使 用 利用 快速 成 型 技术 的 方法 来 生成 生物 打印 的 细胞 构建 


体 、 组 织 和 器 官 , 该 快速 成 型 技术 基于 通过 三 维 递送 装置 (例如 生物 打印 机 ) 同 生物 相 容 的 
表面 (例如 由 水 凝 胶 和 /或 多 孔 膜 组 成 ) 上 三 维 、 自 动 化 .计算 机 辅助 地 沉积 细胞 和 文 撑 材 
料 ,该 细胞 包括 细胞 浴 液 .细胞 基 浮 液 、 含 细胞 的 凝 胶 或 糊 状 物 、 细 胞 浓缩 物 、 多 细胞 体 ( 例 


如 圆柱 体 ` 球 状 体 ` 带 状 物 等 )。 在 一 些 实施 方案 中 ,本 文 使 用 的 术语 工程 化 在 用 来 指 组 织 
和 /或 器 官 时 ,是 指 按照 计算 机 代码 由 计算 机 辅助 的 装置 (例如 生物 打印 机 ) 定 位 细胞 细胞 


溶液 .细胞 悬浮 液 、 含 细胞 的 凝 胶 或 糊 状 物 、` 细 胞 浓缩 物 ` 多 细胞 聚集 体 和 它们 的 层 , 以 形成 


三 维 结构 。 在 进一步 的 实施 方案 中 ,计算 机 脚本 是 例如 一 个 或 多 个 计算 机 程序 .计算机 应 用 
或 计算 机 模块 。 


合 而 形成 ,类 似 


[0068] ”尽管 可 使 用 包括 人 工 布 置 在 内 的 许多 方法 在 生物 相 容 的 表面 上 排列 细胞 .多 细胞 


聚集 体 和 /或 它 


在 更 进一步 的 实施 方案 中 ,三 维 组 织 结构 通过 细胞 或 多 细胞 体 的 打印 后 融 
于 早期 形态 发 生 中 的 自 组 装 现 象 。 


们 的 层 以 产生 三 维 结构 ,但 是 由 自动 化 的 .计算 机 辅助 的 机 器 例如 生物 打印 


机 来 定位 是 有 利 的 。 用 这 一 技术 递送 细胞 或 多 细胞 体 的 优点 包括 快速 ,准确 且 可 再 现 地 布 
置 细 胞 或 多 细胞 体 , 以 用 多 种 组 合 物产 生 展 示 出 细胞 多 细胞 聚集 体 和 /或 它们 的 层 的 计划 
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的 或 预定 的 取 问 或 图 案 的 构建 体 , 优 点 还 包括 保证 了 高 的 细胞 密度 ,同时 使 细胞 损伤 最 小 
化 。 
[0069] 在 一 些 实施 方案 中 ,生物 打印 的 方法 是 连续 和 /或 基本 连续 的 ,连续 生 物 打印 方法 
的 一 个 非 限 制 性 实例 是 通过 与 生物 墨水 储 器 连接 的 分 配 尖端 (例如 注射 器 .毛细管 等 ) 从 生 
物 打印 机 分 配 生物 墨水 。 在 进一步 的 非 限制 性 实施 方案 中 ,连续 生物 打印 方法 是 以 功能 站 
元 的 重复 几 案 分 配 生物 墨水 。 在 各 种 实施 方案 中 ,重复 的 功能 单元 具有 任何 合适 的 几何 形 
状 , 包 括 例如 圆 形 、 正 方形 、 长 方形 .三 角形 .多边形 和 不 规则 几何 形状 .在 进一步 的 实施 方 
案 中 ,生物 打印 的 功能 单元 的 重复 图 案 包 含 层 ,并 且 相 邻 地 生物 打印 (例如 堆 登 ) 多 个 层 以 
形成 工程 化 的 组 织 或 器 官 。 在 各 种 实施 方案 中 , 相 邻 地 生物 打印 (例如 堆 登 )2、3、4.5.6、7、 
8、9、10、11、12、13、14、15 个 或 更 多 个 层 , 以 形成 工程 化 的 组 织 或 器 官 。 

[0070] ”在 一 些 实施 方案 中 ,生物 打印 的 功能 单元 以 镶嵌 图 案 重 复 。 镶 嵌 图 案 " 是 无 重 短 
且 无 空 阶地 填充 平面 的 图 形 平 面 .连续 和 /或 灸 嵌 生 物 打 印 的 优点 可 包括 增加 生物 打印 的 
组 织 的 产量 ,产量 增加 可 包括 实现 规模 增加 、 复 杂 性 增加 或 者 生产 时 间或 成 本 减少 , 男 一 个 
非 限制 性 的 潜在 优点 可 以 是 减少 完成 三 维 构 建 体 的 生物 打印 所 需 的 校准 事件 数目 。 连 续 生 
物 打 印 还 可 有 利于 任 选 地 使 用 广 射 器 机 构 由 生物 墨水 的 大 储 器 打印 较 大 的 组 织 。 
[0071] ”连续 生物 打印 中 的 方法 可 能 涉及 独立 地 或 彼此 相关 地 优化 和 /或 平衡 参数 ,例如 
打印 高 度 、 泵 速 、 机 扑 (robot) 速 度 或 其 组 合 , 在 一 个 实例 中 ,生物 打印 机 头 的 沉积 速度 是 
3mm/s ,第 一 层 的 分 配 高 度 是 0.5mm, 而 对 于 随后 各 层 分 配 高 度 增 加 0.4mm。 在 一 些 实施 方案 
中 ,分配 高 度 大 致 与 生物 打印 机 分 配 尖 端 的 直径 相等 。 非 限制 性 地 ,合适 的 和 /或 最 佳 的 分 
配 距 离 不 会 导致 材料 压 扁 或 附着 于 分 配 针 头 。 在 各 种 实施 方案 中 ,生物 打印 机 分 配 尖端 具 
有 约 20、50、100、150、200、250、300、350、400、450、500、550、600、650、700、750、800、850、 
900、950、1000hm 或 更 大 的 内 径 , 包 括 其 间 的 值 (increments therein)。 在 各 种 实施 方案 中 ， 
生物 打印 机 的 生物 墨水 储 器 具有 约 0.5、1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、15、20、25、30、35、40、45、 
50、55、60、65、70、75、80、85、90、95、100 立 方 厘米 或 更 大 的 容积 ,包括 其 间 的 值 。 当 系统 中 的 
简 余 压力 积累 较 低 时 ,有 泵 速 可 能 是 合适 的 和 /或 最 佳 的 有利 的 泵 速 可 取决 于 储 器 和 分 配 针 
头 的 横 截 面积 之 间 的 比例 ,比例 越 大 ,所 需 的 泵 速 越 低 。 在 一 些 实施 方案 中 ,合适 的 和 /或 最 
佳 的 打印 速度 使 均匀 线 的 沉积 成 为 可 能 ,而 不 会 影响 材料 的 机 械 完整 性 。 

[0072] ”本 文公 开 的 发 明 包括 商业 方法 。 在 一 些 实施 方案 中 ,利用 本 文公 开 的 装置 和 方法 
的 速度 和 规模 可 调 性 来 设计 、 建 立 和 运行 用 于 生产 工程 化 组 织 和 /或 器 官 的 工业 和 /或 商业 
设施 .在 进一步 的 实施 方案 中 ,将 工程 化 组 织 和 /或 器 官 作为 例如 用 于 医学 处 理 / 治 疗 组 织 
损伤 、 组 织 疾病 和 /或 器 官 衰 意 的 材料 .工具 和 试剂 盒 ,或 者 作为 用 于 进行 生物 试验 和 /或 药 
物 筛选 服务 的 材料 `. 工 具 和 试剂 盒 进行 生产 、 储 存 ` 分 送 、 上 市 .广告 宣传 和 出 售 。 
[0073] 生物 打印 机 

[0074] 在 某 些 实施 方案 中 ,本 文公 开 了 用 于 制造 组 织 和 器 官 的 生物 打印 机 ,在 一 些 实施 
方案 中 ,生物 打印 机 是 使 生物 打印 过 程 自 动 化 的 任何 仪器 。 在 某 些 实施 方案 中 ,本 文公 开 的 
生物 打印 机 包含 :一 个 或 多 个 打印 机 头 , 其 中 打印 机 头 包 含 用 于 接收 和 夹 持 至 少 一 个 墨盒 
的 手段 ,并且 其 中 所 述 黑 盒 包 含 选 自 以 下 一 种 或 多 种 的 内 容 物 :生物 时 水 和 支撑 材料 ;用 于 
校准 至 少 一 个 墨盒 的 位 置 的 手段 ;和 用 于 分 配 至 少 一 个 墨盒 的 内 容 物 的 手段 。 

[0075] “在 各 种 实施 方案 中 ,生物 打印 机 以 二 维 或 三 维 的 预定 的 几何 学 性 质 (例如 位 置 .图 
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案 等 ) 分 配 生 物 墨 水 和 /或 支撑 材料 。 在 一 些 实施 方案 中 ,生物 打印 机 通过 相对 于 打印 机 台 
或 适合 接收 生物 打印 的 材料 的 接收 表面 移动 打印 机 头 来 实现 特定 的 几何 学 性 质 , 在 其 它 实 
施 方案 中 ,生物 打印 机 通过 相对 于 打印 机 头 移动 打印 机 人 台 或 接收 表面 来 实现 特定 的 几何 学 
性 质 。 在 某 些 实施 方案 中 ,生物 打印 机 保持 在 无 菌 环境 中 。 

[0076] ”在 一 些 实施 方案 中 ,本 文公 开 的 生物 打印 机 包含 一 个 或 多 个 打印 机 头 。 在 进一步 
的 实施 方案 中 ,打印 机 头 包 含 用 于 接收 和 夹 持 至 少 一 个 墨盒 的 手段 ,在 一 些 实施 方案 中 , 打 
印 机 头 包 含 用 于 接收 和 来 持 超 过 一 个 墨盒 的 手段 ,在 一 些 实施 方案 中 ,用 于 接收 和 夹 持 至 
少 一 个 墨盒 的 手段 选 自 :磁力 吸引 、 简 夹 夹 涉 夹 具 、 套 圈 、 螺 母 、 科 接合 器 或 其 组 合 , 在 一 些 
实施 方案 中 ,用 于 接收 和 来 持 至 少 一 个 黑金 的 手段 是 简 夹 夹 涉 夹具 。 

[0077] ”在 一 些 实施 方案 中 ,本 文公 开 的 生物 打印 机 包含 用 于 校准 至 少 一 个 墨盒 的 位 置 的 
手段 ,在 一 些 实施 方案 中 ,用 于 校准 至 少 一 个 墨盒 的 位 置 的 手段 选 自 :激光 准 直 、 光 学 准 直 、 
机 械 准 直 、 压 电 准 直 、 人 磁力 准 直 、 电 场 或 电容 准 直 、 超 声 准 直 或 其 组 合 , 在 一 些 实施 方案 中 ， 
用 于 校准 至 少 一 个 墨盒 的 位 置 的 手段 是 激光 准 直 。 
[0078] ”在 一 些 实施 方案 中 ,本 文公 开 的 生物 打印 机 包含 用 于 分 配 至少 一 个 墨盒 的 内 容 物 
的 手段 ,在 一 些 实施 方案 中 ,用 于 分 配 至 少 一 个 墨盒 的 内 容 物 的 手段 是 应 用 活塞 、 应 用 压 
力 、 应 用 压缩 气体 、 应 用 液压 技术 或 应 用 其 组 合 , 在 一 些 实施 方案 中 ,用 于 分 配 至 少 一 个 墨 
盒 的 内 容 物 的 手段 是 应 用 活塞 。 在 一 些 实施 方案 中 ,活塞 的 直径 小 于 墨盒 的 直径 。 

[0079] ”在 一 些 实施 方案 中 ,本 文公 开 的 生物 打印 机 进一步 包含 接收 表面 。 在 进一步 的 实 
施 方案 中 ,接收 表面 是 生物 打印 机 向 其 上 分 配 生物 墨水 和 /或 支撑 材料 的 无 细胞 毒性 表面 。 
在 一 些 实施 方案 中 ,本 文公 开 的 生物 打印 机 进一步 包含 打印 机 人 台 。 在 进一步 的 实施 方案 中 ， 
接收 表面 是 打印 机 从 的 表面 。 在 其 它 实施 方案 中 ,接收 表面 是 与 打印 机 人 台 分 离 的 组 件 ,但 是 
它 附 着 在 台 上 或 由 台 文 撑 。 在 一 些 实 施 方案 中 ,接收 表面 是 平坦 或 基本 平坦 的 。 在 一 些 实施 
方案 中 ,表面 是 光滑 或 基本 光滑 的 。 在 其 它 实施 方案 中 ,表面 是 基本 平坦 上 且 基 本 光滑 的 。 在 
更 进一步 的 实施 方案 中 ,接收 表面 经 特别 设计 以 适应 生物 打印 的 结构 的 形状 大小、 纹理 或 
几何 形状 。 在 更 进一步 的 实施 方案 中 ,接收 表面 控制 或 影响 生物 打印 的 构建 体 的 大 小 、 形 
状 、 纹 理 或 几何 形状 。 
[0080] ”在 一 些 实施 方案 中 ,本 文公 开 的 生物 打印 机 进一步 包含 用 于 调节 温度 的 手段 ,在 
一 些 实施 方案 中 ,用 于 调节 温度 的 手段 调节 和 /或 保持 环境 温度 ,在 其 它 各 种 实施 方案 中 ， 
作为 非 限制 性 实例 ,用 于 调节 温度 的 手段 调节 和 /或 保持 打印 头 、 输 盒 、 黑 盒 内 容 物 (例如 生 
物 黑 水 、 文 撑 材 料 等 ) 打印 机 人 台 和 接收 表面 的 过 度 。 

[0081] ”在 一 些 实施 方案 中 ,用 于 调节 温度 的 手段 是 加 热 元 件 。 在 一 些 实施 方案 中 ,用 于 调 
节 温 度 的 手段 是 加 热 器 ,在 一 些 实施 方案 中 ,用 于 调节 温度 的 手段 是 辐射 加 热 器 、 对 流 加 热 
器 、 传 导 加 热 器 、 风 局 加 热 器 、 热 交换 器 或 其 组 合 , 在 一 些 实施 方案 中 ,用 于 调节 温度 的 手段 
是 冷却 元 件 , 在 一 些 实施 方案 中 ,用 于 调节 温度 的 手段 是 冷却 剂 容器 、 冷 冻 液 、 冰 或 其 组 合 。 
在 一 些 实施 方案 中 ,用 于 调节 温度 的 手段 是 辐射 冷却 器 、 对 流 冷 却 器 、 传 导 冷 却 器 、 风 局 冷 
却 右 或 其 组 合 。 
[0082] 在 各 种 实施 方案 中 ,用 于 调节 温度 的 手段 调节 温度 到 约 0、5、10、15、20、25、30、35、 
40、45、50、55、60、65、70、75、80、85 或 90'C ,包括 其 间 的 值 ,在 一 些 实施 方案 中 ,将 温度 调节 
到 约 40'C 至 约 90'C ,在 其 它 实 施 方案 中 ,将 温度 调节 到 约 0 至 约 10'C。 
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[L0083] ”在 一 些 实施 方案 中 ,本 文公 开 的 生物 打印 机 进一步 包含 用 于 向 以 下 一 种 或 多 种 应 
用 润 湿 剂 的 手段 :打印 机 人 台 ;接收 表面 .沉积 孔 口 `. 生 物 墨 水 .支撑 材料 或 打印 的 构建 体 。 在 
一 些 实施 方案 中 ,用 于 应 用 润 湿 剂 的 手段 是 应 用 流体 的 任何 合适 方法 (例如 喷雾 器 、 移 液 
管 、 喷 墨 等 ) 。 在 一 些 实施 方案 中 , 润 湿 剂 是 水 ` 组 织 培养 基 、 缓 冲 盐 溶液 `. 血 清 或 其 组 合 。 在 
进一步 的 实施 方案 中 ,在 生物 打印 机 分 配 生 物 墨 水 或 支撑 材料 之 后 应 用 润 湿 剂 .在 一 些 实 
施 方 案 中 ,与 生物 打印 机 分 配 生 物 墨 水 或 支撑 材料 同时 或 基本 同时 地 应 用 润 湿 剂 。 在 一 些 
实施 方案 中 ,在 生物 打印 机 分 配 生物 墨水 或 支撑 材料 之 前 应 用 润 湿 剂 。 

[0084] ”打印 机 头 

[0085] ”在 某 些 实施 方案 中 ,本 文公 开 了 用 于 制造 组 织 和 右 官 的 生物 打印 机 ,在 一 些 实施 
方案 中 ,本 文公 开 的 生物 打印 机 包含 一 个 或 多 个 打印 机 头 。 在 进一步 的 实施 方案 中 ,打印 机 
头 包 含 用 于 接收 和 夹 持 至 少 一 个 墨盒 的 手段 。 在 更 进一步 的 实施 方案 中 ,打印 机 头 将 至 少 
一 个 墨盒 接 附 到 生物 打印 机 上 。 

[0086] ”用 于 接收 和 夹 持 至 少 一 个 墨盒 的 许多 手段 都 是 合适 的 。 用 于 接收 和 夹 持 至 少 一 个 
墨盒 的 合适 的 手段 包括 那些 可 靠 地 、 精 确 地 和 牢固 地 将 至 少 一 个 墨盒 接 附 到 生物 打印 机 上 
的 手段 。 在 各 种 实施 方案 中 ,作为 非 限 制 性 实例 ,用 于 接收 和 严 持 至 少 一 个 墨盒 的 手段 是 磁 
力 吸引 、 简 夹 夹 涉 夹 具 、 套 圈 、 螺 母 . 简 接合 器 或 其 组 合 。 
[0087] ”在 一 些 实施 方案 中 ,本 文公 开 的 打印 机 头 接收 和 夹 持 一 个 墨盒 。 在 各 种 其 它 实施 
方案 中 ,本 文公 开 的 打印 机 头 同 时 接收 和 来 持 2、3、4、5、6、7、8、9、10 个 或 更 多 个 墨盒 ,在 进 
一 步 的 实施 方案 中 ,本 文公 开 的 打印 机 头 进一步 包含 用 于 从 所 接收 和 夹 持 的 多 个 墨盒 中 选 
择 在 生物 打印 中 欲 使 用 的 墨盒 的 手段 。 

[0088] ”在 一 些 实施 方案 中 ,本 文公 开 的 打印 机 头 进一步 包含 储 器 (或 与 之 流体 连通 ) ,以 
便 含 有 于 一个 或 多 个 营 全 的 容 纳 避 的 生物 时 水 和 /或 支 拓 笠 笠 。 在 进一步 的 实施 方案 中 ， 
储 器 向 一 个 或 多 个 墨盒 供应 生物 墨水 和 /或 支撑 材料 ,以 便 通 过 分 配 孔 口 进行 分 配 , 包 括 储 
器 的 打印 机 头 配 置 在 连续 或 基本 连续 的 生物 打印 应 用 中 特别 有 用 .许多 容积 适合 本 文公 开 
的 储 器 。 在 各 种 实施 方案 中 , 储 器 具有 例如 1、2、3、4、5.6、7、8、9、10、15、20、25、30、35、40、 
45、50、55、60、65、70、75、80、85、90、95、100、150、200、250、300、350、400、450、500m1l 或 更 大 
的 内 部 容积 ,包括 其 间 的 值 。 
[0089] ”在 一 些 实施 方案 中 ,生物 打印 涉及 使 用 计算 机 来 独立 或 彼此 相关 地 配置 参数 , 例 
如 打印 高 度 ` 泵 速 `, 机 扑 速度 或 其 组 合 。 在 进一步 的 实施 方案 中 ,计算 机 代码 指定 打印 机 头 
的 定位 ,以 将 打印 机 头 的 高 度 配 置 在 接收 表面 以 上 。 在 进一步 的 实施 方案 中 ,计算 机 代码 指 
定 打印 机 头 的 移动 方向 和 速度 ,以 配置 生物 墨水 和 /或 支撑 材料 的 分 配 特征 。 

[0090] ”墨盒 

[0091] ”在 茶 些 实施 方案 中 ,本 文公 开 了 用 于 制造 组 织 和 右 官 的 生物 打印 机 ,在 一 些 实施 
方案 中 , 接 附 在 生物 打印 机 上 的 墨盒 包含 生物 墨水 或 支撑 材料 在 一 些 实施 方 案 中 ,生物 打 
印 机 以 特定 图 案 在 特定 位 置 分 配 生 物 墨 水 或 支撑 材料 ,以 形成 特定 的 细胞 构建 体 、 组 织 或 
上 器官。 为 了 制造 复杂 的 组 织 构 建 体 ,生物 打印 机 以 精确 的 速度 和 均匀 的 量 沉积 生物 墨水 或 
支撑 材料 。 因 此 ,对 于 有 具有 (a) 光 滑 或 基本 光滑 的 分 配 孔 口 和 (b) 交 滑 或 基本 光滑 的 内 表面 
的 墨盒 存在 需求 ,本 文 使 用 的 “墨盒 ”是 指 能 够 接收 (和 和 容纳) 生物 墨水 和 /或 支撑 材料 的 任 
何 物体 。 
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[0092] ”在 一 些 实施 方案 中 ,本 文公 开 的 墨盒 包含 生物 墨水 。 在 一 些 实施 方 案 中 ,本文 公开 
的 墨盒 包含 支撑 材料 .在 一 些 实施 方 案 中 ,本文 公开 的 墨盒 包含 生物 加 水 和 支撑 材料 的 组 
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[0093] ”在 某 些 实施 方案 中 ,本 文公 开 了 与 本 文公 开 的 生物 打印 机 一 起 使 用 的 墨盒 ,其 包 
含 至 少 一 个 分 配 筷 口 ,在 一 些 实施 方案 中 ,墨盒 包含 一 个 分 配 孔 口 ,在 各 种 其 它 实 施 方案 
中 ,墨盒 包含 2.3、4、.5.6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、20、30、40、50、60、70、80、90、100 个 或 
更 多 个 分 配 和 孔 口 ,在 进一步 的 实施 方案 中 ,分 配 孔 口 的 边缘 是 光滑 或 基本 光 清 的 。 
[0094] ”许多 形状 适合 本 文公 开 的 分 配 孔 口 ,在 各 种 实施 方案 中 ,作为 非 限制 性 实例 ,适合 
分 配 孔 口 的 形状 包括 圆 形 、 卵 形 、 三 角形 、 正 方形 、 长 方形 、 多 边 形 和 不 规则 形状 ,在 一 些 实 
施 方 案 中 ,和 孔 口 是 圆 形 的 ,在 其 它 实施 方案 中 ,了 筷 口 是 正 方形 的 .在 另外 的 其 它 实施 方案 中 ， 
和 孔 口 是 卵 形 、 椭 圆 形 或 长 方形 的 ,并 且 以 带 样 形式 分 配 固体 或 半 固 体 生物 墨水 和 /或 支撑 材 
料 。 
[0095] ”在 一 些 实施 方案 中 ,墨盒 的 内 表面 是 光滑 或 基本 光滑 的 ,在 一 些 实施 方案 中 ,墨盒 
由 半年 结 罗 组 成 以 利于 校准 。 在 一 些 实施 方案 中 ,黑金 壁 由 抵抗 细胞 附着 的 材料 组 成 ,在 一 
些 实施 方案 中 ,墨盒 由 生物 相 容 的 材料 组 成 。 
[0096] 许多 类 型 的 墨盒 适合 与 本 文公 开 的 生物 打印 机 及 其 使 用 方法 一 起 使 用 ,在 一 些 实 
施 方案 中 ,墨盒 与 涉及 通过 一 个 或 多 个 分 配 筷 口 挤 出 半 固 体 或 固体 生物 墨水 或 支撑 材料 的 
生物 打印 兼容 .在 一 些 实施 方案 中 , 黑 盒 与 涉及 通过 一 个 或 多 个 分 配 孔 口 分 配 液体 或 半 回 
体 的 细胞 溶液 ,细胞 其 浮 液 或 细胞 浓缩 物 的 生物 打印 兼容 ,在 一 些 实施 方案 中 , 黑 盒 与 不 连 
续 生 物 打 印 兼 容 。 在 一 些 实施 方案 中 ,墨盒 与 连续 和 /或 基本 连续 的 生物 打印 兼容 。 
[0097] ”在 一 些 实施 方案 中 ,墨盒 是 毛细 管 或 微量 移 液 器 。 在 一 些 实施 方案 中 , 墨盒 是 注射 
器 或 针头 。 许 多 内 直径 适合 基本 圆 形 或 圆柱 形 的 墨盒 .在 各 种 实施 方案 中 ,作为 非 限 制 性 实 
例 ,合适 的 内 直径 包括 1、10、50、100、200、300、400、500、600、700、800、900、1000hum 或 更 大 ， 
包括 其 间 的 值 .在 其 它 各 种 实施 方案 中 ,作为 非 限制 性 实例 ,合适 的 内 直径 包括 1、2、3、4、5、 
6、7、8、9、10、20、30、40、50、60、70、80、90、100mm 或 更 大 ,包括 其 间 的 值 ,在 一 些 实施 方案 中 ， 
黔 盒 具有 约 1hm 至 约 1000nm 的 内 直径 ,在 一 个 特定 的 实施 方案 中 ,墨盒 具有 约 500nm 的 内 直 
竹 。 在 另 一 特定 的 实施 方案 中 , 墨盒 具有 约 250hm 的 内 直径 。 许 多 内 部 容积 适合 本 文公 开 的 
墨盒 .在 各 种 实施 方案 中 ,作为 非 限制 性 实例 ,合适 的 内 部 容积 包括 1、.10、20、30、40、50、 
100、.200、300、400、500.600.700.800.900、1000h1 或 更 大 ,包括 其 间 的 值 。 在 其 它 各 种 实施 
方案 中 ,作为 非 限制 性 实例 ,合适 的 内 部 容积 包括 1、2、3、4、5、10、20、30、40、50、60、70、80、 
90、100、200、300、400、500m1 或 更 大 ,包括 其 间 的 值 ,在 一 些 实施 方案 中 ,墨盒 具有 约 1n1 至 
约 50n1 的 容积 ,在 个 特定 的 实施 方案 中 ,墨盒 具有 约 541 的 容积 
[0098] ”在 一 些 实施 方案 中 , 墨盒 上 盒 与 生物 墨水 和 /或 支撑 材料 向 接收 表面 上 的 喷 墨 打印 ( 例 
如 在 美国 专利 7,051 ,654 中 所 描述 的 ) 兼 容 , 在 进一步 的 实施 方案 中 ,墨盒 包括 在 本 文 描 述 
的 计算 机 代码 控制 下 的 .电压 门 控 喷 嘴 或 针头 形式 的 分 配 孔 口 。 
[0099] ”在 一 些 实施 方案 中 ,墨盒 是 准备 好 的 。 在 一 些 实施 方案 中 ,准备 墨盒 增加 了 分 配 、 
沉积 或 挤 出 过 程 的 精度 。 本 文 使 用 的 "准备 好 "是 指 通过 致密 化 (compacting) 和 前 推 墨盒 的 
内 容 物 直到 等 分 配 的 材料 (生物 墨水 或 文 撑 材 料 ) 位 于 与 分 配 孔 口 接触 的 位 置 , 而 将 黑 盒 的 
内 容 物 准备 好 以 供 分 配 、 沉 积 或 挤 出 。 在 一 些 实施 方案 中 , 当 内 容 物 是 致密 的 或 基本 致密 的 
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且 内 容 物 与 墨盒 的 孔 口 物理 接触 时 ,墨盒 是 准备 好 的 。 

在 一 些 实施 方案 中 ,标记 墨盒 以 指示 其 内 容 物 的 组 成 。 在 进一步 的 实施 方案 中 , 标 
记 墨 盒 以 指示 其 中 所 含 的 生物 黑 水 和 /或 文 撑 材料 的 组 成 。 在 一 些 实施 方案 中 ,对 墨盒 的 表 


[0100] 
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面 着 色 .。 在 一 些 实施 方案 中 ,对 墨盒 的 外 表面 染色 、 上 滚 ` 用 钢笔 标记 .用 粘贴 物 (sticker) 


标记 或 其 组 合 。 


[0101] 


加 被 轰 盒 表面 反射 掉 的 激光 束 的 量 )。 在 一 些 实施 方案 中 ,对 墨盒 的 表面 着 色 。 在 一 些 实施 
方案 中 ,对 墨盒 的 外 表面 刻 痕 本文 使 用 的 “ 刻 痕 是 指 在 黑 盒 表面 上 刻 划 ,以 降低 表面 的 光 
清 度 。 使 用 任何 合适 的 方法 给 墨盒 表面 刻 痕 (例如 应 用 酸性 物质 ,应 用 腐蚀 性 物质 .应 用 磨 
蚀 性 物质 等 ) 。 在 一 些 实施 方案 中 ,对 墨盒 的 外 表面 上 漆 、 抛 区 (例如 火焰 抛 苑 信 蚀 刻 ( 例 如 
激光 蚀刻 )、 用 钢笔 标记 、 用 粘贴 物 标 记 或 其 组 


[0102] 
[0103] 


在 一 些 实施 方案 中 ,标记 墨盒 的 外 表面 以 增加 墨盒 表面 的 不 透明 度 ( 例 如 ,用 以 增 


区 县 
在 某 些 实施 方案 中 ,本 文公 开 了 用 于 
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制造 组 织 和 器 官 的 生物 打印 机 ,在 一 些 实施 


方案 中 , 接 附 在 生物 打印 机 上 的 举例 包含 生物 潮水 和 /或 支撑 材料 ,在 一 些 实施 方案 中 , 生 
物 打印 机 以 特定 图 案 在 特定 位 置 分 配 生 物 辕 水 和 /或 支撑 材料 ,以 形成 特定 的 细胞 构建 体 、 


组 织 或 器 官 .在 一 些 实施 方案 中 , 包 


合生 物 淮 水 的 墨盒 是 一 次 性 的 ,在 一 些 实施 方案 中 ,在 


挤 出 内 容 物 后 ,将 墨盒 从 生物 打印 机 上 退出 ,在 一 些 实施 方案 中 ,新 的 墨盒 随后 接 附 到 生物 
打印 机 上 。 
为 了 制造 复杂 的 结构 ,本文 公开 的 生物 打印 机 以 合适 的 可 重复 精度 从 墨盒 分 配 生 
物 墨 水 和 /或 支撑 材料 在 各 种 实施 方案 中 ,合适 的 可 重复 精度 包括 任意 轴 上 约 士 5.10、20、 


[0104] 


30、40 或 50um 的 可 重复 精度 ,在 一 些 实施 方案 中 ,本 文公 开 的 生物 打印 机 以 约 士 20nm 的 可 重 


复 精度 从 回合 分 配 生物 墨水 和 /或 文 撑 材料 。 但 是 ,墨盒 的 不 受 控 的 移 除 和 插入 可 导致 打印 
机 头 的 位 置 (因此 导致 墨盒 的 位 置 ) 相 对 于 组 织 构建 体 发 生变 化 ,以 至 于 由 新 谈 盒 沉积 的 第 


一 个 生物 墨水 颗粒 的 布置 精度 可 相对 于 上 


前 一 墨盒 这 积 的 最 后 一 个 生物 墨水 颗粒 发 生变 


化 .因此 ,需要 这 样 一 种 将 墨盒 接 附 并 固定 到 打印 机 头 上 的 方法 ,其 中 所 述 接 附 和 固定 产生 
最 小 的 打印 机 头 位置 变 化 。 


[0105] 


在 某 些 实施 方案 中 ,本 文公 开 了 将 黑 


< 
墨盒 招 


头 的 夕 
[0106] 


盒 接 附 到 生物 打印 机 上 的 方法 ,包括 :(a) 将 


入 简 夹 来头 中 ,其 中 该 简 夹 夹 头 接 附 在 生物 打印 机 的 打印 机 关上 ;和 (b) 调 节 简 夹 夹 


套 环 :其 中 所 述 插入 和 调节 基本 上 不 改 : 
在 某 些 实施 方案 中 ,本 文公 开 了 用 于 ， 


打印 机 头 的 位 置 。 
等 驾 盒 接 附 到 生物 打印 机 上 的 系统 ,其 包含 : 


用 于 接收 黑 盒 并 将 其 固定 到 生物 打印 机 的 打印 机 头 上 的 手段 ;其 中 使 用 用 于 接收 和 固定 伙 
盒 的 手段 基本 上 不 改变 打印 机 头 的 位 置 。 在 一 
打印 机 头 上 的 手段 是 夹 头 或 套 圈 。 本 文 使 用 的 “来 头 " 是 指 由 可 调节 的 爪 组 成 的 夹 持 闭 置 。 


些 实施 方案 中 ,用 于 接收 墨盒 并 将 其 固定 到 


在 一 些 实施 方案 中 ,用 于 接收 墨盒 并 将 其 固定 到 打印 机 头 上 的 手段 是 简 夹 。 本 文 使 用 的 “ 简 


夹 "是 指 夹 头 的 一 个 子 类 型 -其 在 欲 夹 持 的 对 象 周围 形成 套 环 ,并 施加 强劲 的 夹 紧 。 本 文 使 


用 的 “ 套 圈 "是 指 用 来 将 


个 对 象 固定 到 吃 一 个 上 的 带 (例如 金属 带 )。 在 一 些 实施 方案 中 ， 


用 于 接收 墨盒 并 将 其 固定 到 打印 机 头 上 的 手段 是 简 接合 器 。 本 文 使 用 的 简 接 合 器 是 指 用 
来 将 一 个 对 象 固定 到 另 一 个 上 的 螺纹 管 。 


[0107] 


接收 表面 
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L0108] ”在 菜 些 实施 方案 中 ,本 文公 开 了 用 于 制造 组 织 和 器 官 的 生物 打印 机 .在 一 些 实施 


方案 中 ,生物 打印 机 将 生物 墨水 和 /或 支撑 材料 的 多 个 元 素 、 部 
面 上 ,在 进一步 的 实施 方案 中 ,分 配 以 特定 图 案 在 特定 位 秆 发生。 在 更 进一步 的 实施 方案 
中 ,生物 打印 机 将 生物 春水 和 /或 支撑 材料 沉积 到 接收 表 玫 


翻译 成 计算 


部 分 和 /或 区 域 分 配 到 接收 表 


i 上 的 位 置 由 用 户 输入 限定 ,并 被 


机 代码 。 


[0109] 在 一 些 实施 方案 中 ,生物 墨水 和 /或 支撑 材料 的 元 素 、 部 分 和 /或 区 域 各 自 具 有 小 
于 300mmx300mmx160mm 的 尺寸 。 仅 举例 来 说 ,生物 墨水 或 文 撑 材料 的 部 分 的 尺寸 可 以 是 
75mmx5.0mmx5.0mm:0.3mmx2.5mmx2.5mm;lmmxlmmx50mm:; 或 150mmx150mmx80mm。 由 于 各 部 分 


的 尺寸 通常 较 小 以 及 在 一 些 情况 下 需要 高 精度 ,接收 表面 中 的 微小 瑕 竟 可 导致 细胞 构建 


体 、 组 织 或 器 官 的 瑕 疲 ( 并 可 能 导致 撩 败 )。 因 此 ,对 于 能 够 接收 生物 器 水 和 /或 支撑 材料 的 


部 分 的 基本 光 清 


[0110] ”在 茶 些 实施 方案 中 ,本 文公 开 了 用 于 接收 一 个 或 多 个 


9 且 基 本 平坦 的 接收 表面 或 者 限定 或 基本 限定 的 接收 表面 存在 需求 。 
本 文公 开 的 生物 打印 机 生 


成 的 结构 的 接收 表面 .在 一 些 实施 方案 中 ,接收 表面 是 平坦 或 基本 平坦 的 。 在 一 些 实施 方案 


中 ,接收 表面 是 光滑 或 基本 光滑 的 。 在 一 些 实施 方案 中 ,接收 表面 是 平坦 或 基本 平坦 的 .在 


一 些 实施 方案 中 ,接收 表面 是 限定 或 基本 限定 的 ,在 其 它 实 施 方案 中 


;接收 表面 经 特别 设计 


以 适应 特定 的 生物 打印 的 结构 的 形状 大小、 纹理 或 几何 形状 .在 进一步 的 实施 方案 中 , 接 


收 表 面 控 表 


或 影响 生物 打印 的 构建 体 的 大 小 、 形 状 、 纹 理 或 几何 形状 。 


[0111] ”在 一 些 实施 方案 中 ,接收 表 国 


案 中 ,接收 表面 


1 包含 固体 材料 、 半 固体 材料 或 其 组 合 ,在 一 些 实施 方 


包含 玻璃 、 涂 层 玻 璃 、 塑 料 、 涂 层 塑料 、 金 属 , 金 属 合金 或 其 组 合 , 在 一 些 实施 


方案 中 ,接收 表面 包含 凝 胶 。 在 一 些 实施 方案 中 ,接收 表面 和 其 上 的 任何 深层 是 生物 相 容 


的 ,在 各 种 实施 方案 中 ,接收 表面 包含 本 文公 开 的 任何 支撑 材料 和 /或 限制 材料 ,在 特定 的 


实施 方案 中 ,接收 表面 包含 聚合 的 NovoGe1" 或 聚合 的 琼脂 糖 、 聚 合 的 明胶 、 细 胞 外 基质 (或 
其 组 分 ) 胶 原 和 蛋白 或 其 组 合 。 
[0112] ”软件 


[0113] 在 某 些 实施 方案 中 ,本 文公 开 了 用 于 币 


方案 中 , 接 


| 造 组 织 和 器 官 的 生物 打印 机 。 在 一 些 实施 
附 在 生物 打印 机 上 的 一 个 或 多 个 墨盒 包含 生物 墨水 和 /或 支撑 材料 在 一 些 实施 


方案 中 ,生物 打印 机 以 特定 图 案 在 特定 位 置 分 配 生物 墨水 或 支撑 材料 ,以 形成 特定 的 细胞 


构建 体 、 组 织 
[0114] ”为 了 种 


或 器 官 。 


上 造 复杂 的 组 织 构建 体 , 生 物 打 印 机 在 接收 表面 上 的 精 


确 位 置 ( 二 维 或 三 维 ) 


沉积 生物 墨水 或 支撑 材料 。 在 一 些 实施 方案 中 ,生物 打印 机 沉积 生物 墨水 和 /或 支撑 材料 的 
位 置 由 用 户 输入 限定 ,并 被 翻译 成 计算 机 代码 。 在 进一步 的 实施 方案 中 ,计算 机 代码 包括 为 
执行 特定 任务 而 写成 的 ` 在 数字 处 理 闭 置 的 中 央 处 理 器 (CPU) 中 可 执行 的 一 系列 指令 。 在 一 
些 实施 方案 中 ,另外 的 生物 打印 参数 ,作为 非 限 制 性 实例 ,包括 打印 高 度 `, 友 速 `, 机 扑 速度 


和 /或 可 


分 配 孔 口 的 控制 ,由 用 户 输入 限定 ,并 被 翻译 成 计算 机 代码 。 在 其 它 实 施 方案 中 ， 


此 类 生物 打印 参数 不 是 由 用 户 输入 直接 限定 的 ,而 是 源 自 依据 本 文 描述 的 计算 机 代码 的 其 


它 参 数 和 条 件 。 


[0115] ”在 某 些 实施 方案 中 ,本 文公 开 了 用 于 制造 组 织 构建 体 、 组 乡 


只 和 器 官 的 方法 ,包括 : 


计算 机 模块 接收 期 望 的 组 织 构建 体 的 视觉 表示 的 输入 ;计算 机 模块 生成 一 系列 命令 ,其 中 
该 命令 基于 该 视觉 表示 且 可 被 生物 打印 机 读 取 :计算 机 模块 将 该 系列 命令 提供 给 生物 打印 
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机 ;以 及 生物 打印 机 按照 该 命令 沉积 生物 墨水 和 /或 支撑 材料 ,以 形成 具有 限定 的 几何 形状 
的 构建 体 。 

[0116] ”计算 机 可 读 介 质 

[0117] ”在 一 些 实施 方案 中 ,生物 打印 机 沉积 生物 墨水 和 /或 支撑 材料 的 位 置 由 用 户 输入 
限定 ,并 被 翻译 成 计算 机 代码 。 在 一 些 实施 方案 中 ,本 文公 开 的 装置 .系统 和 方法 进一步 包 
含 计算 机 可 读 介质 或 用 计算 机 可 读 程序 代码 编码 的 介质 。 在 进一步 的 实施 方案 中 ,计算 机 
可 读 介 质 是 数字 处 理 装 置 例如 生物 打印 机 (或 其 组 件 ) 或 者 与 生物 打印 机 (或 其 组 件 ) 相 和 连 
的 计算 机 的 有 形 组 件 。 在 更 进一步 的 实施 方案 中 ,计算 机 可 读 介 质 任 选 地 可 从 数字 处 理 装 
置 移 除 。 在 一 些 实施 方案 中 ,作为 非 限 制 性 实例 ,计算 机 可 读 介质 包括 CD-ROM、DVD、 闪 存 装 
置 .固态 存储 器 、 磁 盘 驱动 器 、 磁 带 驱动 器 .光盘 驱动 器 ` 云 计算 系统 和 服务 等 。 

[0118] ”计算 机 模块 

[0119] 在 一 些 实施 方案 中 ,本文 措 述 的 装置 、 系 统 和 方法 包含 软件 .服务 器 和 数据 库 模 
块 。 在 一 些 实施 方案 中 ， 计 算 机 模块 "是 与 更 大 的 计算 机 系统 交互 的 软件 组 件 (包括 一 段 代 
码 )。 在 进一步 的 实施 方案 中 ,软件 模块 (或 程序 模块 ) 以 一 个 或 多 个 文件 的 形式 出 现 , 并 且 
通常 在 更 大 的 软件 系统 内 处 理 特定 任务 。 

[0120] ”在 一 些 实施 方案 中 ,模块 包含 在 一 个 或 多 个 软件 系统 中 。 在 其 它 实施 方案 中 ,模块 
与 一 个 或 多 个 其 它 模块 集成 到 一 个 或 多 个 软件 系统 中 。 计 算 机 模块 任 选 地 是 独立 的 一 段 代 
码 ,或 任 选 地 是 不 能 单独 识别 的 代码 。 在 一 些 实施 方案 中 ,模块 处 于 单一 应 用 程序 中 。 在 其 
它 实施 方案 中 ,模块 处 于 多 个 应 用 程序 中 。 在 一 些 实施 方案 中 ,将 模块 托管 (host) 在 一 台 机 
器 上 。 在 其 它 实施 方案 中 ,将 模块 托管 在 多 人 台 机 器 上 。 在 一 些 实施 方 案 中 ,将 模块 托管 在 同 
一 地 点 的 多 台 机 器 上 。 在 其 它 实施 方案 中 ,将 模块 托管 在 超过 一 个 地 点 的 多 台 机 器 上 。 本 文 
进一步 描述 了 地 点 和 定位 数据 的 格式 化 。 在 一 些 实施 方案 中 ,本文 描 述 的 数据 文件 以 任何 
合适 的 数据 序列 化 格式 进行 格式 化 ,作为 非 限 制 性 实例 ,所 述 数据 序列 化 格式 包括 制 表 符 
分 隔 的 值 ` 带 号 分 隔 的 值 .字符 分 隔 的 值 . 定 界 符 分 隔 的 值 XML、JSON、BSON 和 YAML。 计 算 机 
模块 的 一 个 关键 特征 是 其 允许 最 终 用 户 使 用 计算 机 来 执行 所 识别 的 功能 。 

[0121] 图形 用 户 界面 
[0122] 在 一 些 实施 方案 中 ,计算 机 模块 包含 图 形 用 户 界面 (GUI)。 本 文 使 用 的 “图 形 用 户 
界面 "是 指 这 样 一 种 用 户 环境 ,其 使 用 应 用 程序 的 输入 和 输出 的 图 像 和 文本 表示 形式 以 及 
储存 信息 的 分 层 或 其 它 数据 结构 。 在 一 些 实施 方案 中 ,计算 机 模块 包含 显示 屏 。 在 进一步 的 
实施 方案 中 ,计算 机 模块 通过 显示 屏 呈 现 二 维 GUI。 在 其 它 实施 方案 中 ,计算 机 模块 通过 显 
示 屏 呈现 三 维 GUI ,例如 虚拟 现实 环境 ,在 一 些 实施 方案 中 ,显示 屏 是 触摸 屏 或 多 点 触摸 屏 ， 
并 且 呈 现 交互 式 GUI。 
[0123] ”在 一 些 实施 方案 中 ,显示 屏 呈 现 基 本 上 由 网 格 组 成 的 GUI ,该 网 格 包 售 形 状 基 本 相 
同 且 大 小 基本 相等 的 有 规律 间隔 排列 的 对 象 .呈现 的 对 象 具 有 任何 合适 的 形状 .在 一 些 实 
施 方案 中 ,作为 非 限制 性 实例 ,对 象 的 合适 形状 包括 圆 形 、 卵 形 、 正 方形 .长 方形 .三 角形 、 鞭 
形 、 多 边 形 或 其 组 合 。 
[0124] ”在 一 些 实施 方案 中 ,用户 定义 一 个 或 多 个 对 象 的 内 容 , 以 形成 期 望 的 组 织 构建 体 
的 二 维 或 三 维 视觉 表示 。 参 见 例如 图 4。 在 一 些 实施 方案 中 ,作为 非 限 制 性 实例 ,用 户 定 义 的 
对 象 的 内 容 是 具有 各 种 组 成 的 生物 墨水 或 具有 各 种 组 成 的 支撑 材料 。 在 一 些 实施 方案 中 ， 


一 
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用 户 通过 修改 单元 (cel1) 的 颜色 或 对 象 的 形状 来 定义 对 象 的 内 容 。 

[0125] “生物 墨水 

[0126] “在 某 些 实施 方案 中 ,本文 公开 了 用 于 制造 组 织 和 器 官 的 装置 .系统 和 方法 。 在 一 些 
实施 方案 中 ,该 装置 包含 一 个 或 多 个 用 于 接收 和 夹 持 至 少 一 个 任 选 地 包含 生物 墨水 的 黑 盒 
的 打印 机 头 。 在 一 些 实施 方案 中 ,该 方法 包括 使 用 生物 墨水 。 在 进一步 的 实施 方案 中 ,利用 
本 文 描述 的 装置 .系统 和 方法 制造 的 组 织 和 器 官 在 制造 时 或 制造 后 包含 生物 墨水 。 

[0127] ”在 一 些 实施 方案 中 ， 生 物 墨 水 "包括 含有 多 个 细胞 的 液体 . 半 固 体 或 固体 组 合 物 。 
在 一 些 实施 方案 中 ,生物 墨水 包含 液体 或 羊 固体 的 细胞 溶液 、 细 胞 倒 浮 液 或 细胞 浓缩 物 。 在 
进一步 的 实施 方案 中 ,细胞 浴 液 .悬浮 液 或 浓缩 物 包 含 液 体 或 半 固 体 ( 例 如 粘性 ) 载 体 和 多 
个 细胞 ,在 更 进一步 的 实施 方案 中 ,载体 是 合适 的 细胞 营养 培养 其 ,例如 本 文 描述 的 那些 细 
胞 营养 培养 基 。 在 一 些 实施 方案 中 ,生物 墨水 包含 半 固 体 或 固体 多 细胞 聚集 体 或 多 细胞 体 。 
在 进一步 的 实施 方案 中 ,生物 墨水 如 下 生产 :1) 以 预定 比例 混合 多 个 细胞 或 细胞 聚集 体 和 
生物 相 容 的 液体 或 凝 胶 , 以 得 到 生物 墨水 ,和 2) 致 密 化 生物 墨水 以 生产 具有 期 望 的 细胞 密 
度 和 粘度 的 生物 墨水 .在 一 些 实施 方案 中 ,生物 墨水 的 致密 化 通过 离心 、 切 向 流 过 滤 
(“TFF”) 或 其 组 合 来 实现 .在 一 些 实施 方案 中 ,生物 墨水 的 致密 化 生成 可 挤 出 的 组 合 物 , 从 
而 允许 多 细胞 从 集体 或 多 细胞 体 的 形成 ,在 一 些 实施 方案 中 , “可 挤 出 的 ”是 指 能 够 强制 ( 例 
如 在 压力 下 ) 通 过 喷嘴 或 孔 口 ( 例 如 一 个 或 多 个 孔 或 管 ) 而 成 形 。 在 一 些 实施 方案 中 ,生物 墨 
水 的 致密 化 由 细胞 生长 到 合适 的 密度 而 造成 。 生 物 墨 水 所 必需 的 细胞 密度 将 随 使 用 的 细胞 
和 生产 的 组 织 或 器 官 而 变化 。 在 一 些 实施 方案 中 ,生物 墨水 的 细胞 凝聚 和 /或 粘 附 。 在 一 些 
实施 方案 中 ， 凝 聚 " 是 指 粘 合 细胞 、 多 细胞 聚集 体 、 多 细胞 体 和 /或 它们 的 层 的 细胞 间 烙 附 
性 能 ,在 进一步 的 实施 方案 中 ,该 术语 与 “融合 ”可 交换 使 用 ,在 一 些 实施 方案 中 ,生物 墨水 
另外 还 包含 文 撑 材料 、 细 胞 培养 基 、 细 胞 外 基质 (或 其 组 分 )、 细 胞 粘 附 剂 、 细 胞 死亡 抑制 剂 、 
抗 凋 亡 剂 、 抗 氧化 剂 、 挤 出 化 合 物 及 其 组 合 。 

[0128] ”细胞 

[0129] 在 各 种 实施 方案 中 ,本 文公 开 了 包括 含有 多 个 细胞 的 液体 、 半 固体 或 固体 组 合 物 
的 生物 墨水 。 在 一 些 实施 方案 中 ,生物 墨水 包含 液体 或 半 固 体 的 细胞 溶液 、 细 胞 悬浮 液 或 细 
胞 浓缩 物 。 在 一 些 实施 方案 中 ,任何 哺乳 动物 细胞 都 适合 在 生物 墨水 中 使 用 和 在 使 用 本 文 
描述 的 装置 .系统 和 方法 的 组 织 和 器 官制 造 中 使 用 。 在 各 种 实施 方案 中 ,细胞 是 任何 合适 的 
细胞 .在 进一步 的 各 种 实施 方案 中 ,细胞 是 兰 椎 动物 细胞 .哺乳 动物 细胞 `、 人 细胞 或 其 组 合 。 
在 一 些 实施 方案 中 ,在 本 文公 开 的 方法 中 使 用 的 细胞 类 型 取决 于 所 生产 的 细胞 构建 体 、 组 
织 或 器 官 的 类 型 。 在 一 些 实施 方案 中 ,生物 墨水 包含 一 个 细胞 类 型 (也 称 为 " 同 源 墨 水 ”) ,在 
一 些 实施 方案 中 ,生物 墨水 包含 超过 一 个 细胞 类 型 (也 称 为 " 异 源 墨水 ”) 。 

[0130] ”在 进一步 的 实施 方案 中 ,作为 非 限 制 性 实例 ,细胞 是 收缩 性 细胞 或 肌肉 细胞 (例如 
上 骨骼 肌 细 胞 心肌 细胞 平滑 肌 细 胞 和 成 肌 细 胞 )、 结 缔 组 织 细胞 (例如 上 骨 细 胞 、 软 骨 细 胞 、 成 
纤维 细胞 ,以 及 分 化 成 骨 形 成 细胞 、 软 骨 细 胞 或 淋巴 组 织 的 细胞 )、 骨髓 细胞 内皮 细胞 、 皮 
肤 细 胞 、 上 皮 细 胞 、 乳 腺 细胞 .血管 细胞 .血细胞 .淋巴 细胞 .神经 细胞 . 许 旺 细胞 . 胃 肠 道 细 
胞 、 肝 细胞 、 胰 腺 细胞 . 肺 细胞 .气管 细胞 .角膜 细胞 、. 泌 尿 生殖 细胞 、. 肾 细 胞 、. 生 和 殖 细胞 .脂肪 
细胞 实质 细胞 . 周 细胞 . 间 皮 细胞 、 间 质 细胞 .未 分 化 细胞 (例如 胚胎 细胞 .干细胞 和 祖 细 
胞 ) 内 胚层 源 细 胞 .中 胚层 源 细胞 .外 胚层 源 细胞 及 其 组 合 。 
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[0131] ”在 一 些 实施 方案 中 ,细胞 是 成 体 分 化 细胞 ,在 进一步 的 实施 方案 中 , “分 化 细胞 ”是 
在 分 离 时 具有 与 例如 平滑 肌 细 胞 .成 纤维 细胞 或 内 皮 细 胞 一 致 的 组 织 特异 性 表 型 的 细胞 ， 
其 中 该 组 织 特 异性 表 型 (或 展现 该 表 型 的 潜能 ) 从 分 离 时 保持 到 使 用 时 。 在 其 它 实施 方案 
中 ,细胞 是 成 体 未 分 化 细胞 ,在 进一步 的 实施 方案 中 , “未 分 化 细胞 ”是 不 具有 或 已 失去 例如 
平滑 及 细胞 .成 纤维 细胞 或 内 皮 细 胞 的 明确 的 组 织 特异 性 性 状 的 细胞 .在 一 些 实施 方案 中 ， 
未 分 化 细胞 包括 干细胞 。 在 进一步 的 实施 方案 中 ， 王 细胞 ”是 展示 出 潜能 和 自我 更 新 的 细 
胞 .干细胞 包括 但 不 限于 全 能 细胞 、 多 潜能 细胞 、 多 能 细胞 、 寡 能 细胞 . 单 能 细胞 和 祖 细 胞 。 
于 细胞 可 以 是 胚胎 干细胞 .成 体 干 细胞 .羊膜 干细胞 和 诱导 性 多 能 干细胞 .在 另外 的 其 它 实 
施 方案 中 ,细胞 是 成 体 分 化 细胞 和 成 体 未 分 化 细胞 的 混合 物 。 

[0132] ”细胞 培养 基 
[0133] ”在 一 些 实施 方案 中 ,生物 墨水 包含 细胞 培养 基 。 该 细胞 培养 基 是 任何 合适 的 培养 
基 。 在 各 种 实施 方案 中 ,作为 非 限制 性 实例 ,合适 的 细胞 培养 基 包 括 Dpulbecco 磷 酸 盐 缓冲 盐 
水 `Earle 平 衡 盐 .Hanks 平 衡 盐 、Tyrode 盐 、Alsever 深 液 .Gey 平 衡 盐 溶液 .改良 的 Kreb- 
Henseleit 绥 冲 液 Kreb-Ringer 碳 酸 氧 盐 缓冲 液 .Puck 盐 水 .Dulbecco 改 良 的 Eagle 培养 基 、 


Dulbecco 改 良 的 Bagle 培 养 基 /养分 F-12Ham、 养 分 混合 物 F-10Ham(Ham s F-10)、 培 养 基 
199、 最 低 茜 本 培养 基 Eagle、RPMI-1640 培 养 基 、Ames 培 养 基 、BGJb 培 养 菇 (Fitton-Jackson 
改良 )、Click 培 养 基 、CMRL-1066 培 养 基 、Fischer 培 养 基 、Glascow 最 低 基本 培养 基 (GMEM)、 
Tscove 改 良 的 Dulbecco 培 养 基 (IMDM) 、L-15 培 养 其 (Leibovitz)、McCoy 5A 改 良 培 养 基 、 


NCTC 培 养 基 、.Swim S-77 培 养 基 、Waymouth 培 养 基 .Williamn 培 养 基 E 或 其 组 合 。 在 一 些 实施 方 
案 中 ,细胞 培养 基 是 改良 的 或 补充 的 。 在 一 些 实 施 方案 中 ,细胞 培养 基 进 一 步 包 含 白 蛋白 、 
硒 、 转 铁 和 蛋白、 胎 球 蛋白 、 糖 、 氮 基 酸 、 维 生 素 、 生 长 因子 .细胞 因子 .激素 .抗生素 . 脂 质 、 脂 质 
载体 、 环 糊 精 或 其 组 合 。 

[0134] ”细胞 外 基质 

[0135] ”在 一 些 实施 方案 中 ,生物 墨水 进一步 包含 细胞 外 基质 的 一 种 或 多 种 组 分 或 其 衍生 
物 。 在 一 些 实施 方案 中 细胞 外 基质 "包括 由 细胞 产生 并 转运 出 细胞 进入 细胞 外 隙 的 蛋白 
质 , 它 们 在 细胞 外 隙 中 可 作为 支撑 用 来 将 组 织 保持 在 一 起 ,提供 抗 张 强度 和 /或 促进 细胞 
号 传导 。 细 胞 外 基质 组 分 的 实例 包括 但 不 限于 胶原 蛋白 、 纤 连 重 白 、 层 粘连 香 白 、 透 明 质 
盐 、 弹 性 和 蛋白 和 蛋白 聚 糖 。 例 如 ,多 细胞 聚集 体 可 包含 多 种 ECM 和 蛋白 (例如 明胶 、 纤 维 香 白 原 、 
纤维 蛋白 .胶原 蛋白 、 纤 连 和 蛋白 . 层 粘连 蛋白、 弹性 重 白 和 /或 蛋白 聚 糖 ) .ECM 组 分 或 ECV 组 分 
的 衍生 物 可 添加 到 用 来 形成 多 细胞 聚集 体 的 细胞 糊 中 。 添 加 到 细胞 糊 中 的 ECM 组 分 或 ECM 组 
分 的 衍生 物 可 从 人 或 动物 来 源 纯 化 而 来 ,或 者 通过 本 领域 已 知 的 重组 方法 生产 。 或 者 ,ECM 
组 分 或 ECV 组 分 的 衍生 物 可 以 由 伸 长 细胞 体 中 的 细胞 自然 分 泌 , 或 者 可 以 通过 本 领域 已 知 
的 任何 合适 方法 对 用 于 产生 伸 长 细胞 体 的 细胞 进行 遗传 操作 ,以 改变 一 种 或 多 种 ECM 组 分 
或 ECM 组 分 的 衍生 物 和 /或 一 种 或 多 种 细胞 粘 附 分 子 或 细胞 -基底 粘 附 分 子 (例如 选择 蛋白 、 
整 联 蛋 白 .免疫 球 和 蛋白 和 黏附 素 (adherins)) 的 表达 水 平 .ECV 组 分 或 ECM 组 分 的 衍生 物 可 促 
进 多 细胞 聚集 体 中 的 细胞 凝聚 。 例 如 ,可 适当 地 向 用 来 形成 多 细胞 聚集 体 的 细胞 糊 中 添加 
明胶 和 /或 纤维 恒 白 原 , 然 后 可 以 通过 添加 凝血 酶 使 纤维 蛋白 原 转化 成 纤维 蛋白 。 

[0136] ”在 一 些 实施 方案 中 ,生物 墨水 进一步 包含 促进 细胞 粘 附 的 试剂 。 

[0137] ”在 一 些 实施 方案 中 ,生物 墨水 进一步 包含 抑制 细胞 死亡 (例如 坏死 、 凋 亡 或 自 硬 噬 


小， 也 由 
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作用 ) 的 试剂 .在 一 些 实施 方案 中 ,生物 轿 水 进一步 包含 抗 调 亡 剂 。 抑 
括 但 不 限于 小 分 子 、 抗 体 、 肽 、 肽 体 (peptibodies) 或 其 组 合 , 在 一 些 实施 方案 中 ,抑制 细胞 


死亡 的 试剂 选 目 : 抗 -TNF 剂 、 捉 站 


说 明 书 
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中 白 细胞 介 素 活性 的 试剂 、 捉 站 


干扰 素 活性 的 试剂 、 抑 制 


GCSF( 粒 细胞 集落 刺激 因子 ) 活 性 的 试剂 .抑制 巨 噬 细 胞 炎 性 蛋白 活性 的 试剂 .抑制 TGF-B 
《转化 生长 因子 B) 活 性 的 试剂 .抑制 MMP( 基 质 金 属 恒 白 酶 ) 活 性 的 试剂 ` 抑 制 胱 天 蛋白 酶 活 


性 的 试剂 、 换 和 


央 MAPK7ZJNK 信 号 传导 级 联 活性 的 试剂 、 抑 氏 


央 Src 激 酶 活性 的 试剂 .抑制 JAK 


(Janus 激 酶 ) 活 性 的 试剂 或 其 组 合 . 在 一 些 实施 方案 中 ,生物 景 水 包含 抗 氧 化 剂 。 


[0138] 挤 出 化 合 物 


[0139] ”在 一 些 实施 方案 中 ,生物 器 水 进一步 包含 挤 出 化 合 物 ( 即 


; 收 7 


生物 墨水 的 挤 出 性 


能 的 化 合 物 )。 挤 出 化 合 物 的 实例 包括 但 不 限于 凝 胶 、 水 凝 胶 、 表 面 活性 剂 多 元 醇 ( 例 如 


Pluronic F-127 或 PF-127)、 温 度 敏感 性 聚合 物 、 透 明 质 酸 
其 衔 生物 )、 上 胶原 蛋白 、 其 它 生 物 相 容 的 天 然 或 合成 聚合 物 、 缉 
[0140] 己 用 多 种 方式 定义 了 凝 胶 (有 了 时 也 称 


发 盐 、 细 胞 外 基质 组 分 (及 
米 纤 维和 自 组装 纳 米 纤 维 。 
为 冻 胶 ) 。 例 如 ,美国 药典 将 凝 胶 定 义 为 由 以 


无 机 小 颗粒 构成 的 基 浮 液 或 经 液体 渗透 的 有 机 大 分 子 组 成 的 半 回 体 体 系 。 凝 胶 包 括 单 相 或 


两 相 体系 。 单 相 凝 胶 昌 
个 液体 中 的 有 机 大 分 子 组 成 。 一 些 单 相 凝 胶 上 


如 黄 蓄 胶 ) 


备 。 两 相 凝 胶 上 


以 在 分 散 的 大 分 子 和 液体 之 间 不 存在 明显 界限 的 方式 均匀 分 布 在 束 
合成 大 分 子 (例如 卡 波 姆 ) 或 由 天 然 树 胶 ( 例 
备 而 成 .在 一 些 实施 方案 中 , 单 相 演 胶 通常 是 水 性 的 ,但 也 会 使 用 醇和 油 来 制 
小 颗粒 的 网 络 组 成 。 


L0141] 凝 胶 还 可 分 类 为 政 水 性 或 亲 水 性 的 ,在 某 些 实 施 方案 中 , 疏 水 性 凝 胶 的 基质 由 用 


的 基质 一 般 昌 


[0142] ”合适 的 水 凝 胶 包 括 源 自 胶 原 和 蛋白、 透明 质 酸 盐 、 纤 维 蛋白 、 省 
及 其 组 合 的 水 凝 胶 。 在 其 它 实 施 方案 中 
案 中 ,合适 的 水 凝 胶 包 括 源 自 聚 (丙烯 


胶体 二 氧化 硅 或 者 铝 时 或 锌 时 胶 凝 的 液体 石蜡 与 聚 乙 烯 或 脂肪 油 台 


性 或 胀 流 性 的 。 


醇 ) 、 聚 磷 用 


色 直 明胶 、Matrigel™、 透 明 质 


昌 成 。 相 反 ,疏水 性 凝 胶 
用 合适 的 胶 凝 剂 ( 例 如 黄 著 胶 淀粉. 纤维 素 衍 生物 , 羧 乙 烯 聚合 物 和 硅 酸 镁 
馈 ) 胶 凝 的 水 .甘油 或 丙二醇 组 成 。 在 某 些 实施 方案 中 ,本 文公 开 的 组 合 物 或 装置 的 流 变 学 
是 假 塑 性 、 塑 性 、 触 7 


NovoGeT 
聚 丙烯 酰 胶 )、 聚 乙 二 醇 
酰胺 、 聚 (乳酸 )、 硅 、 丝 或 其 组 


醋 (PEG-DA) 、 甲 基 丙 烯 


发 盐 、 球 脂 糖 、 过 聚 粮 
,合适 的 水 凝 胶 是 合成 的 聚合 物 。 在 进一步 的 实施 方 
发 ) 及 其 入 生 物 、 聚 ( 环 氧 乙 烷 ) 及 其 共聚 物 、 聚 (乙烯 
及 其 组 合 的 水 凝 胶 。 在 各 种 有 具体 的 实施 方案 中 ,支撑 材料 选 自 :水 凝 胶 、 
傣 、 泊 洛 沙 姆 , 肽 水 凝 胶 、 聚 ( 异 丙 基 n- 
发 羟 乙 酯 、 聚 二 甲 基 硅 氧 烷 、 聚 丙烯 


[0143] 在 一 些 实施 方案 中 ,基于 水 凝 膀 的 挤 出 化 合 物 是 热 可 道 的 凝 胶 (也 称 作 温度 敏感 
性 凝 胶 或 热 凝 胶 (thermogels))。 在 一 些 实施 方案 中 ,合适 的 热 可 逆 的 水 凝 胶 在 室温 下 不 是 


液体 .在 特定 实施 方案 中 ,合适 的 水 凝 胶 的 胶 北 温度 (Tgel) 为 约 10C 、 约 15C 、 约 20C、 约 25 


CC 、 约 30C 、 约 35C 和 约 40C ,包括 其 间 的 值 。 在 某 些 实施 方案 中 ， 
10C 到 约 25'C ,在 一 些 实施 方案 中 ,本 文 措 
胞 类 型 和 其 它 添 加 剂 等 ) 在 室 ; 


中 下 不 是 液体 。 在 特 


全 
器 


适 的 水 凝 胶 的 Tgel 为 约 
述 的 生物 墨水 (例如 ,包含 水 凝 胶 、 一 个 或 多 个 细 


定 实施 方案 中 ,本 文 描述 的 生物 墨水 的 胶 


凝 温 度 (Tgel) 为 约 10'C、 约 15'C、 约 20'C、 约 25'C、 约 30'C、 约 35'C 和 约 40'C ,包括 其 间 的 值 。 


在 某 些 实施 方案 中 ,本 文 描述 的 生物 墨水 的 Tgel 为 约 10 忆 到 约 25'C 。 


[0144] 由 
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聚合 物 具 有 在 可 在 生物 打印 机 设备 中 保持 的 温度 下 由 液态 变 为 凝 胶 态 的 能 力 。 液 态 至 凝 胶 
态 的 相 变 取决 于 溶液 中 的 聚合 物 谊 度 和 成 分 。 

[0145] ” 泊 洛 沙 姆 407(Pluronic F-127 或 PF-127) 是 由 聚 氧 乙烯 - 聚 氧 丙烯 共聚 物 组 成 的 
非 离 子 型 表面 活性 剂 . 其 它 的 泊 洛 沙 姆 包括 188(F-68 级 )、. 237(F-87 级 )、 338(F-108 级 ) 。 泊 
洛 沙 姆 的 水 溶液 在 酸 、 碱 和 金属 离子 的 存在 下 是 稳定 的 。.PF-127 是 市 售 的 通 式 为 
E106P70E106 且 平均 摩尔 质量 为 13,000 的 聚 氧 乙烯 - 聚 氧 丙 烯 三 内 段 共聚 物 。 该 聚合 物 可 通 
过 会 增强 聚合 物 的 胶 凝 性 能 的 合适 的 方法 进一步 纯化 。 它 包含 大 约 70%% 的 环 氧 乙 院 ,这 和 解 
释 了 它 的 杀 水 性 。 它 是 泊 洛 沙 姆 ABA 负 段 共聚 物 系 列 之 一 。PF-127 有 具有 良好 的 增 溶 能 力 、 低 
毒性 ,因此 被 认为 是 一 种 合适 的 挤 出 化 合 物 。 
[0146] ”在 一 些 实施 方案 中 ,通过 描述 的 任何 手段 来 测量 本 文 提 出 的 水 凝 胶 和 生物 墨水 的 
粘度 。 例 如 ,在 一 些 实施 方案 中 ,使 用 LVDV-II+CP 锥 板 粘度 计 (Cone Plate Viscometer) 和 
锥 转子 (Cone Spindle)CPE-40 来 计算 水 凝 股 和 生物 淹 水 的 粘度 ,在 其 它 实施 方案 中 ,使 用 
Brookfield( 转 子 和 杯 ) 粘 度 计 来 计算 水 凝 腕 和 生物 黑 水 的 粘度 。 在 一 些 实施 方案 中 ,在 室 
昌 下 测量 本 文 提 及 的 粘度 范围 .在 其 它 实施 方案 中 ,在 体温 下 (例如 在 健康 人 的 平均 体温 
下 ) 测 量 本 文 提 及 的 粘度 范围 。 
[0147] ”在 进一步 的 实施 方案 中 ,水 凝 胶 和 /或 生物 墨水 的 特征 在 于 具有 约 500 至 1 ,000 ， 
000 厘 泊 、 约 750 至 1 ,000,000 厘 泊 、 约 1000 至 1,000 ,000 厘 泊 、 约 1000 至 400 ,000 厘 泊 、 约 2000 
至 100 ,000 厘 泊 、 约 3000 至 50 ,000 厘 泊 、 约 4000 至 25 ,000 厘 泊 、 约 5000 至 20 ,000 厘 泊 或 约 
6000 至 15,000 厘 泊 的 粘度 。 

[0148] ”在 一 些 实施 方案 中 ,生物 墨水 包含 适用 于 连续 生物 打印 的 细胞 和 挤 出 化 合 物 。 在 
特定 的 实施 方案 中 ,生物 墨水 具有 约 1500mPa。s 的 粘度 .Pluronic F-127 和 细胞 材料 的 混 
合 物 可 能 适用 于 连续 生物 打印 这样 的 生物 墨水 可 如 此 制备 :在 48 小 时 内 ,通过 在 冷 的 (4 
C ) 磷 酸 盐 缓冲 盐水 (PBS) 中 连续 混合 ,溶解 Pluronic F-127 粉 末 到 30% (w/v)。Pluronic 
F-127 也 可 在 水 中 溶解 ,可 使 用 标准 无 菌 细胞 培养 技术 培养 和 扩 增 细胞 。 细 胞 可 以 例如 以 
200g 沉 深 成 块 , 在 30%Pluronic F-127 中 重 悬 ,并 吸入 附 于 生物 打印 机 的 储 器 中 ,其 在 储 器 
中 可 在 约 10 到 约 25C 的 胶 凝 温度 下 刻 固 。 生 物 黑 水 在 生物 打印 前 的 胶 凝 是 任 选 的 .生物 墨 
水 ,包括 含 Pluronic F-127 的 生物 墨水 ,可 以 作为 液体 进行 分 配 。 

[0149] 在 各 种 实施 方案 中 ,Pluronic F-127 的 浓度 可 以 是 具有 合适 的 粘度 和 /或 细胞 毒 
性 性 质 的 任何 值 . 生 物 打 印 后 ,合适 浓度 的 Pluronic F-127 还 可 能 能 够 在 保持 其 形状 的 同 
时 支撑 重量 。 在 一 些 实施 方案 中 ,Pluronic F-127 的 浓度 为 约 10%、 约 15%、 约 20% 、 约 
25%、 约 30%、 约 35%、 约 40%、 约 45% 或 约 50% ,在 一 些 实施 方案 中 ,Pluronic F-127 的 浓 
度 为 约 30% 至 约 40% ,或 约 30% 至 约 35%。 

[0150] ”图 5 描绘 了 通过 使 用 与 带 有 510hm 针 头 的 注射 器 相连 的 NovoGen MMX™ 生 物 打印 机 
连续 沉积 PF-127 而 生成 的 三 维 金字 塔 形 构 建 体 。 
[0151] 图 6 描述 了 通过 使 用 与 带 有 510hm 针 头 的 注射 器 相连 的 NovoGen MMX™ 生 物 打印 机 
连续 沉积 PF-127 而 生成 的 三 维 立 方 体形 ( 左 图 ) 和 空心 立方 体形 ( 右 图 ) 构 建 体 。 

[0152] ”在 一 些 实施 方案 中 ,在 使 用 前 除去 生物 墨水 的 非 细胞 组 分 (例如 , 挤 出 化 合 物 等 ) 。 
在 进一步 的 实施 方案 中 , 非 细 胞 组 分 是 例如 水 凝 胶 、 表 面 活 性 剂 多 元 醇 .温度 敏感 性 聚合 
物 .透明 质 酸 盐 、 党 酸 盐 、 胶 原 重 白 或 其 它 生物 相 容 的 天 然 或 合成 聚合 物 。 在 更 进一步 的 实 
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施 方案 中 ,通过 物理 、 化 学 或 酶 手段 除去 非 细胞 组 分 。 在 一 些 实施 方案 中 ,在 使 用 时 一 定 比 
例 的 非 细 胞 组 分 保持 与 细胞 组 分 关联 。 
[0153] ”在 一 些 实施 方案 中 , 预 处 理 细胞 以 增加 细胞 的 相互 作用 。 例 如 ,细胞 可 以 在 离心 后 
在 离心 管内 培养 ,以 在 生物 墨水 成 形 前 增强 细胞 间 的 相互 作用 。 
[0154] ”支撑 材料 
[0155] ”在 某 些 实施 方 案 中 ,本 文公 开 了 用 于 制造 组 织 和 器 官 的 装置 、 系 统 和 方法 ,在 一 些 
实施 方案 中 ,该 装置 包含 一 个 或 多 个 用 于 接收 和 来 持 至 少 一 个 任 选 地 包含 支撑 材料 的 墨盒 
的 打印 机 头 。 在 一 些 实施 方案 中 ,该 方法 包括 使 用 支撑 材料 。 在 进一步 的 实施 方案 中 ,利用 
本 文 描述 的 装置 、 系 统 和 方法 制造 的 组 织 和 器 官 在 制造 时 或 制造 后 包含 支撑 材料 。 
[0156] ”在 一 些 实施 方案 中 ,支撑 材料 能 够 拒绝 细胞 生长 或 迁移 到 其 中 或 附着 于 其 上 ,在 
一 些 实施 方案 中 ,支撑 材料 对 营养 培养 基 而 言 是 可 渗透 的 。 
[0157] ”在 一 些 实施 方案 中 , 文 撑 材料 的 粘度 是 可 改变 的 。 在 一 些 实施 方案 中 ,通过 改变 支 
撑 材 料 的 温度 来 改变 支撑 材料 的 粘度 .在 一 些 实施 方案 中 ,通过 改变 支撑 材料 的 压力 来 改 
变 支 撑 材 料 的 粘度 。 在 一 些 实施 方案 中 ,通过 改变 支撑 材料 的 浓度 来 改变 支撑 材料 的 粘度 。 
在 一 些 实施 方案 中 ,通过 交 联 (例如 通过 使 用 化 学 交 联 剂 ) 或 光 致 交 联 (例如 使 用 紫外 线 暴 
露 ) 来 改变 文 撑 材料 的 粘度 。 
[0158] ”在 一 些 实施 方案 中 ,支撑 材料 的 渗透 性 是 可 改变 的 ,在 一 些 实施 方案 中 ,通过 改变 
支撑 材料 的 温度 或 支撑 材料 周围 的 温度 来 改变 支撑 材料 的 渗透 性 ,在 一 些 实施 方案 中 , 通 
过 让 支撑 材料 与 改变 渗透 性 的 试剂 接触 来 改变 支撑 材料 的 渗透 性 。 
[0159] 在 一 些 实施 方案 中 ,改变 支撑 材料 的 顺应 性 (compliance)( 即 ,弹性 或 硬度 ) ,在 一 
些 实施 方案 中 ,通过 改变 支撑 材料 的 温度 或 支撑 材料 周围 的 温度 来 改变 支撑 材料 的 顺应 
性 ,在 一 些 实施 方案 中 ,通过 使 支撑 材料 与 改变 顺应 性 的 试剂 接触 来 改变 支撑 材料 的 顺应 
性 。 
[0160] ”许多 支撑 材料 适用 于 本 文 描述 的 方法 ,在 一 些 实施 方案 中 ,水 凝 胶 是 具有 一 种 或 
多 种 有 利 性 质 的 示例 性 支撑 材料 ,所 述 性 质 包 括 :不 可 粘 附 、 生 物 相 容 、 可 挤 出 `. 可 生物 打 
印 . 非 细 胞 和 具有 合适 的 强度 。 在 一 些 实施 方案 中 ,合适 的 水 凝 胶 是 天 然 聚合 物 。 在 一 个 实 
施 方案 中 ,限制 材料 由 NovoGel7 组 成 。 在 进一步 的 实施 方案 中 ,合适 的 水 凝 胶 包 括 源 自 表面 
活性 剂 多 元 醇 ( 例 如 Pluronic F-127)、 胶 原 和 蛋白、 透明 质 酸 盐 、 纤 维和 蛋白 、 江 酸 盐 \ 琼 用 糖 、 
壳 聚 糖 、 其 衍生 物 或 组 合 的 水 凝 胶 。 在 其 它 实施 方案 中 ,合适 的 水 凝 胶 是 合成 聚合 物 。 企 进 
一 步 的 实施 方案 中 ,合适 的 水 凝 胶 包 括 源 自 聚 (丙烯 酸 ) 及 其 衍生 物 、 聚 ( 环 氧 乙 烷 ) 及 其 共 
聚 物 、 聚 (乙烯 醇 )、 聚 磷 且 及 其 组 合 的 水 凝 胶 。 在 各 种 具体 的 实施 方案 中 ,限制 材料 选 自 :水 
凝 胶 、NovoGel™, 琼 脂 糖 、 藻 酸 盐 、 明 胶 、Matrigel™、 透 明 质 酸 、 泊 洛 沙 姆 . 肽 水 凝 胶 、 聚 ( 异 
基 n- 聚 丙烯 酰胺 )、 聚 乙 二 醇 二 丙烯 酚 酯 (PEG-DA) . 甲 基 丙 烯 酸 羟 乙 酯 . 聚 二 甲 基 硅 氧 烷 、 
聚 丙 烯 酰胺 、 聚 (乳酸 )、 硅 、 丝 或 其 组 合 。 
[0161] “在 一 些 实施 方案 中 ,支撑 材料 在 存在 于 生物 打印 机 中 之 前 包含 细胞 .在 一 些 实施 
方案 中 ,支撑 材料 是 包含 细胞 悬浮 液 的 水 凝 胶 。 在 一 些 实施 方案 中 ,支撑 材料 是 包含 超过 一 
种 细胞 类 型 的 混合 物 的 水 凝 胶 。 
[0162] 支撑 材料 的 示例 性 用 途 
[0163] 在 一 些 实施 方案 中 ,支撑 材料 用 作 构 造 生 物 构 建 体 (例如 细胞 构建 体 、 组 织 、 器 官 
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等 ) 的 构建 单元 。 在 进一步 的 实施 方案 中 ,支撑 材料 单元 用 来 限定 和 保持 期 望 的 构建 体 的 缺 
乏 细胞 材料 的 域 ( 即 ,中 间 细 胞 单元 ) 。 在 一 些 实施 方案 中 ,支撑 材料 能 够 采用 任何 形状 或 大 
小 。 
[0164] ”例如 ,根据 一 个 实施 方案 ,可 加 热 NovoGel1™ 溶 液 ( 最 初 为 与 缓冲 液 和 水 混合 的 粉末 
相 ) 以 降低 其 粘度 ,并 将 其 吸入 到 具有 所 需 尺 寸 的 微量 移 液 器 中 (或 通过 活塞 的 负 位 移 进 入 
所 需 形 状 的 室 中 ) 。 可 冷却 移 液 器 (或 室 ) 中 的 NovoGel7 溶 液 至 室温 ,例如 通过 对 移 液 器 (或 
室 ) 外 部 进行 强制 风 冷 或 将 微量 移 液 右 插入 含有 冷 液体 的 容器 中 ,以 便 其 可 以 凝固 成 具有 
所 需 形状 的 凝 股 , 即 支撑 材料 ,得 到 的 支撑 材料 可 在 特定 细胞 构建 体 、 组 织 或 器 官 的 构建 期 
间 从 移 液 器 或 室 分 配 。 参 见 例如 图 4。 

[0165] 在 一 些 实施 方案 中 ,使 用 支撑 材料 来 提高 工程 化 组 织 或 器 官 在 生物 打印 后 的 存活 
能 力 , 在 进一步 的 实施 方案 中 ,支撑 材料 提供 了 组 织 或 器 官 与 营养 培养 基 之 间 穿 过 临时 或 
半 永 久 的 限制 材料 (例如 支撑 材料 ) 顶 格 的 直接 接触 。 在 一 些 实施 方案 中 ,组织 被 限制 在 多 
孔 或 有 间隙 的 材料 中 。 该 组 织 或 器 官 的 至 少 一 些 细胞 直接 获取 养分 提高 了 该 组 织 或 器 官 的 
存活 能 

[0166] ”在 进一步 的 实施 方案 中 ,本 文公 开 的 方法 包括 另外 的 和 任 选 的 用 于 提高 工程 化 组 
织 或 器 官 存活 能 力 的 步骤 ,包括 :1) 任 选 地 在 放置 凝聚 的 多 细胞 聚集 体 之 前 分 配 限 制 材料 
(例如 支撑 材料 ) 的 基底 层 ;2) 任 选 地 分 配 限制 材料 的 周 界 ;3) 在 限定 的 几何 形状 内 生物 打 
印 组 织 的 细胞 ;和 4) 以 在 限制 材料 中 引入 间 辽 的 图 案 ( 例 如 栅 格 、 算 网 或 网 格 ) ,分 配 限制 材 
料 的 伸 长 体 (例如 圆柱 体 . 带 状 物 等 ) ,覆盖 初生 的 组 织 。 
[0167] ”在 一 些 实施 方案 中 , 履 盖 图 案 的 间 了 均匀 或 基本 均匀 地 分 布 在 组 织 或 器 官 的 表面 
周围 .在 其 它 实施 方案 中 ,间隙 不 均匀 地 分 布 , 因 而 组 织 或 器 官 的 细胞 不 均匀 地 暴露 于 养 
分 。 在 不 均匀 的 实施 方案 中 ,可 利用 存在 差异 的 养分 获取 性 来 影响 组 织 或 器 官 的 一 种 或 多 
种 性 能 。 例 如 ,可 能 期 望 使 生物 打印 的 细胞 构建 体 、 组 织 或 器 官 的 一 个 表面 上 的 细胞 比 另 一 
表面 上 的 细胞 增殖 得 更 快 。 在 一 些 实施 方案 中 ,组织 或 器 官 的 各 个 部 分 对 养分 的 暴露 可 在 
不 同 的 时 间 变 化 ,以 影响 组 织 或 器 官 朝 期 望 的 终点 的 发 育 。 

[0168] ”在 一 些 实施 方案 中 ,在 任何 合适 的 时 间 移 除 限制 材料 ,包括 但 不 限于 在 生物 打印 
后 立即 (例如 在 10 分 钟 内 )、 在 生物 打印 后 (例如 在 10 分 钟 后 )、 在 细胞 彼此 基本 凝聚 前 、 在 细 
胞 彼此 基本 凝聚 后 、 在 细胞 产生 细胞 外 基质 前 、 在 细胞 产生 细胞 外 基质 后 , 恰 在 使 用 前 ,等 
等 。 在 各 种 实施 方案 中 ,通过 任何 合适 的 方法 移 除 限制 材料 .例如 ,在 一 些 实施 方案 中 ,限制 
材料 被 切除 .脱离 细 胞 .消化 或 溶解 。 
[0169] ”用 于 校准 生物 打印 机 墨盒 位 置 的 方法 和 系统 

[0170] ”在 某 些 实施 方案 中 ,本 文公 开 了 用 于 制造 组 织 和 器 官 的 生物 打印 机 。 在 一 些 实施 
方案 中 , 接 附 到 生物 打印 机 上 的 墨盒 包含 生物 墨水 和 /或 支撑 材料 。 在 一 些 实施 方案 中 , 生 
物 打 印 机 以 特定 图 案 在 特定 位 置 沉 积 生物 墨水 或 支撑 材料 ,以 形成 特定 的 细胞 构建 体 。 在 
一 些 实施 方案 中 ,包含 生物 墨水 的 墨盒 是 一 次 性 的 。 在 一 些 实施 方案 中 ,墨盒 在 挤 出 、 分 配 
或 沉积 内 容 物 之 后 从 生物 打印 机 上 退出 。 在 一 些 实施 方案 中 ,新 的 墨盒 接 附 到 生物 打印 机 
上 。 

[0171] ”为 了 制造 复杂 的 结构 ,本文 公开 的 生物 打印 机 以 合适 的 可 重复 精度 从 墨盒 分 配 生 
物 墨水 和 /或 支撑 材料 ,在 各 种 实施 方案 中 ,合适 的 可 重复 精度 包括 任意 轴 上 约 土 5、10、20、 
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30、40 或 50hm 的 精度 .在 一 些 实施 方案 中 ,本 文公 开 的 生物 打印 机 以 约 圭 20um 的 可 重复 精度 
从 墨盒 分 配 生物 墨水 和 /或 支撑 材料 .但 是 ,在 一 些 实施 方案 中 ,由 于 墨盒 的 移 除 和 插入 , 打 
印 机 头 (因此 墨盒 ) 相 对 于 组 织 构建 体 的 位 置 发 生变 化 。 因 此 ,对 于 精确 地 校准 打印 机 头 、 墨 
盒 和 分 配 孔 口 相对 于 打印 机 人 台 接收 表面 ` 组 织 或 器 官 的 位 置 的 方法 ,存在 需求 。 

[0172] ”在 一 些 实施 方案 中 ,校准 打印 机 头 位 置 的 方法 包括 使 用 至 少 一 道 激光 。 在 进一步 
的 实施 方案 中 ,校准 打印 机 头 位 置 的 方法 包括 使 用 第 一 和 第 二 激光 。 

[0173] 在 一 些 实施 方案 中 ,校准 打印 机 头 位 置 的 方法 包括 手动 (例如 目 视 ) 校 准 。 

[0174] 在 一 些 实施 方案 中 ,校准 打印 机 头 位 置 的 方法 包括 手动 校准 和 激光 校准 。 

[0175] 在 一 些 实施 方案 中 , 沿 一 个 轴 校 准 打 印 机 头 的 位 置 , 其 中 该 轴 选 自 x 轴 \y 轴 和 z 轴 。 
在 一 些 实施 方案 中 , 沿 两 个 轴 校 准 打 印 机 头 的 位 置 , 其 中 该 轴 选 自 x 轴 \y 轴 和 z 轴 ,在 一 些 实 
施 方案 中 , 沿 三 个 轴 校 准 打 印 机 头 的 位 置 ,其 中 该 轴 选 自 x 轴 y 轴 和 z 轴 。 
[0176] 在 一 些 实施 方案 中 ,利用 至 少 一 道 激 光 进 行 校准 ,在 进一步 的 实施 方案 中 ,利用 第 
一 和 第 二 激光 进行 校准 。 

[0177] ”使 用 水 平 激光 进行 校准 的 方法 
[0178] ”在 某 些 实施 方案 中 ,本 文公 开 了 校准 包含 分 配 孔 口 的 打印 机 头 的 位 置 的 方法 。 在 
一 些 实施 方案 中 ,本 文公 开 的 方法 进一步 包括 激发 激光 并 生成 至 少 一 道 基本 稳定 和 /或 基 
本 静止 的 激光 束 , 并 有 旦 其 中 所 述 激 光束 与 地 面 平行 ,参见 图 1。 
[0179] ”在 一 些 实施 方案 中 ,该 方法 包括 沿 至 少 一 个 轴 校 准 打 印 机 头 位 置 , 其 中 该 轴 选 自 x 
轴 \y 轴 和 z 轴 。 在 一 些 实施 方案 中 ,该 方法 包括 沿 至 少 两 个 轴 校 准 打 印 机 头 位 置 , 其 中 该 革 
选 自 x 轴 .y 轴 和 z 轴 。 在 一 些 实施 方案 中 ,该 方法 包括 沿 至 少 三 个 轴 校 准 打 印 机 头 位 置 ,其 中 
该 轴 选 自 x 轴 、y 轴 和 2z 轴 。 在 一 些 实施 方案 中 ,该 方法 包括 (a) 沿 y 轴 校准 打印 机 头 位 置 ; (b) 
沿 x 轴 校准 打印 机 头 位 置 :和 /或 (c) 治 z 轴 校准 打印 机 头 位 置 ; 其 中 各 轴 对 应 于 笛 卡 尔 坐 标 
系 中 同名 的 轴 。 在 一 些 实施 方案 中 ,利用 至 少 一 道 激 光 进 行 校准 。 在 一 些 实施 方案 中 ,利用 
第 一 和 第 二 激光 进行 校准 。 

[0180] 在 一 些 实施 方案 中 , 沿 y 轴 校准 打印 机 头 位 置 包括 :(a) 定 位 打印 机 头 ,使 得 打印 机 
头 (i) 位 于 第 一 y 卦 限 且 (ii) 分 配 孔 口 低 于 激光 束 的 上 立 限 ;(b) 向 激光 束 移动 打 印 机 头 , 并 
且 在 激光 柬 被 打印 机 头 中 断 时 立即 停止 所 述 移动 ,其 中 激光 束 被 打印 机 头 中 断 的 位 置 是 第 
一 y 位 置 ;(c) 重 新 定位 打印 机 头 , 使 得 打印 机 头 位 于 第 二 y 卦 限 且 分 配 孔 口 低 于 激光 束 的 上 
冰 限 ;(d) 疝 激光 束 移动 打印 机 头 , 并 且 在 激光 束 被 打印 机 头 中 断 时 立即 停止 所 述 移动 ,其 
中 激光 束 被 中 断 的 位 置 是 第 二 y 位 置 ;(e) 并 计算 第 一 y 位 置 和 第 二 y 位 置 之 间 的 中 点 。 

[0181] 在 一 些 实施 方案 中 , 沿 x 轴 校准 打印 机 头 位 置 包括 :(a) 将 打印 机 头 定位 (i) 在 第 一 
y 位 置 和 第 二 y 位 置 之 间 的 中 点 有 旦 (ii) 在 激光 的 传感器 阀 限 以 外 ;和 (p) 向 传感器 阀 限 移动 
打印 机 头 ,并 且 在 打印 机 头 接 触 传感器 阀 限 时 立即 停止 所 述 移动 ;其 中 打印 机 头 接 触 传 感 
器 的 位 置 加 上 半 个 打印 机 头 宽度 为 x 位 置 。 

[0182] ”在 一 些 实施 方案 中 , 治 y 轴 校准 打印 机 头 位 置 包 括 :(a) 定 位 打印 机 头 ,使 得 激光 束 
可 测量 打印 机 头 的 一 侧 的 精确 位 置 ;(b) 定 位 打印 机 头 ,使 得 激光 束 可 测量 打印 机 头 的 对 侧 
的 精确 位 置 ; (c) 并 相对 于 每 次 测量 过 程 中 的 激光 位 置 和 测量 的 距离 ,计算 打印 机 头 的 中 点 
位 置 。 
[0183] ”在 一 些 实施 方案 中 , 沿 x 轴 校准 打印 机 头 位 置 包 括 :(a) 定 位 打印 机 头 ,使 得 激光 束 
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可 测量 打印 机 头 的 一 侧 的 精确 位 置 ;(b) 定 位 打印 机 头 ,使 得 激光 束 可 测量 打印 机 头 的 对 侧 
的 精确 位 置 ;(c) 并 相对 于 每 次 测量 过 程 中 的 激光 位 置 和 测量 的 距离 ,计算 打印 机 头 的 中 点 
位 置 。 
[0184] ”在 一 些 实施 方案 中 , 沿 z 轴 校准 打印 机 头 位 置 包括 :(a) 定 位 打印 机 头 , 使 得 分 配 孔 
口 位 于 激光 束 上 方 ; 和 (pb) 回 激光 束 移动 打印 机 头 , 并 且 在 激光 束 被 打印 机 头 中 断 时 立即 停 
止 所 述 移动 ,其 中 激光 束 被 中 断 的 位 置 是 z 位 置 。 

[0185] 使 用 垂直 激光 进行 校准 的 方法 
[0186] ”在 某 些 实施 方案 中 ,本 文公 开 了 校准 包含 分 配 孔 口 的 打印 机 头 的 位 置 的 方法 。 在 
一 些 实施 方案 中 ,本 文公 开 的 方法 进一步 包括 激发 激光 并 生成 至 少 一 道 基 本 稳定 和 /或 基 
本 静止 的 激光 束 ,并 有 旦 其 中 所 述 激 光束 与 地 面 垂直 ,参见 图 2。 

[0187] “在 一 些 实施 方案 中 ,该 方法 包括 沿 至 少 一 个 轴 校 准 打印 机 头 的 位 置 ,其 中 该 轴 选 
自 x 轴 \y 轴 和 z 轴 ,在 一 些 实施 方案 中 ,该 方法 包括 沿 至 少 两 个 轴 校 准 打 印 机 头 的 位 置 ,其 中 
该 轴 选 自 x 轴 、y 轴 和 z 轴 ,在 一 些 实施 方案 中 ,该 方法 包括 沿 至 少 三 个 轴 校 准 打 印 机 头 的 位 
置 ,其 中 该 轴 选 自 x 轴 ,y 轴 和 z 轴 。 
[0188] ”在 一 些 实施 方案 中 ,该 方法 包括 (a) 沿 y 轴 校准 打印 机 头 的 位 置 ;(b) 沿 x 轴 校 准 打 
印 机 头 的 位 置 ; 和 (ec) 沿 z 轴 校准 打印 机 头 的 位 置 :其 中 各 轴 对 应 于 第 卡尔 坐标 系 中 的 同名 
轴 。 
[0189] ”在 一 些 实施 方案 中 , 沿 y 轴 校准 打印 机 头 位 置 包括 :(a) 定 位 打印 机 头 , 使 得 打印 机 
头 (i) 位 于 第 一 y 卦 限 且 (ii) 分 配 孔 口 在 激光 的 传感器 图 限 以 外 ;(b) 回 激光 束 移动 打印 机 
头 , 并 且 在 激光 束 被 打印 机 头 中 断 时 立即 停止 所 述 移动 ,其 中 激光 束 被 打印 机 头 中 断 的 位 
置 是 第 一 位置;(c) 重 新 定位 打印 机 头 ,使 得 打印 机 头 位 于 第 二 y 卦 限 且 分 配 孔 口 在 激光 的 
传感器 闪 限 以 外 ;(d) 向 激光 束 移动 打印 机 头 ,并 且 在 激光 束 被 打印 机 头 中 断 时 立即 停止 所 
述 移动 ,其 中 激光 束 被 中 断 的 位 置 是 第 二 y 位 置 ; (e) 并 计算 第 一 > 位 置 和 第 二 y 位 置 之 间 的 
中 点 。 

[0190] ”在 一 些 实施 方案 中 , 沿 x 轴 校准 打印 机 头 位 置 包括 :(a) 将 打印 机 头 定 位 (i) 在 第 一 
y 位 置 和 第 二 y 位 置 之 间 的 中 点 , 且 (ii) 在 激光 的 传感器 阀 限 以 外 ;和 (pb) 同 传 感 器 阀 限 移 动 
打印 机 头 ,并 且 在 打印 机 头 接 触 传 感 器 阀 限时 立即 停止 所 述 移动 ;其 中 打印 机 头 接触 传 感 
器 的 位 置 加 上 半 个 打印 机 头 宽度 为 x 位 置 。 

[0191] ”在 一 些 实施 方案 中 , 沿 z 轴 校准 打印 机 头 位 置 包括 :(a) 定 位 打印 机 头 , 使 得 分 配 孔 
口 位 于 激光 束 上 方 ,使 得 其 恰 在 激光 传感器 范围 疼 限 以 外 ;和 (b) 降 低 打 印 机 头 ,直至 达到 
传感器 图 限 ,其 中 达到 激光 传感器 阀 限 的 位 置 是 z 位 置 , 在 一 些 实施 方案 中 ,在 打印 机 头 的 
多 个 点 重复 步骤 (a) 和 (b) ,并 对 测量 的 高 度 取 平均 值 , 以 确定 z 位 置 。 

[0192] ”在 一 些 实施 方案 中 , 沿 z 轴 校准 打印 机 头 位 置 包括 :(a) 定 位 打印 机 头 , 使 得 激光 束 
可 以 测量 打印 机 头 底部 上 的 一 个 或 多 个 点 的 精确 位 置 ;(b) 基 于 该 激光 位 置 和 已 知 的 测量 
的 距离 ,计算 打印 机 头 的 绝对 或 平均 位 置 。 
[0193] ”使 用 垂直 和 水 平 激光 进行 校准 的 方法 
[0194] “在 某 些 实施 方案 中 ,本 文公 开 了 校准 包含 分 配 孔 口 的 打印 机 头 的 位 置 的 方法 ,其 
中 打印 机 头 接 附 在 生物 打印 机 上 ,该 方法 包括 治 至 少 一 个 轴 校 准 打印 机 头 的 位 置 ,其 中 该 
轴 选 目 x 轴 \y 轴 和 z 轴 ,在 一 些 实施 方案 中 ,该 方法 包括 沿 至 少 两 个 轴 校 准 打印 机 头 的 位 置 ， 
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其 中 该 轴 选 自 x 轴 、y 轴 和 z 轴 。 在 一 些 实施 方案 中 ,该 方法 包括 沿 至 少 三 个 轴 校 准 打 印 机 头 
的 位 置 ,其 中 该 轴 选 自 x 轴 \y 轴 和 z 轴 。 
[0195] ”在 一 些 实施 方案 中 ,该 方法 包括 (a) 沿 y 轴 校准 打印 机 头 的 位 置 ; (b) 沿 x 轴 校准 打 
印 机 头 的 位 置 ; 和 (ec) 治 z 轴 校准 打印 机 头 的 位 置 : 其 中 各 轴 对 应 于 第 卡尔 坐标 系 中 的 同名 
轴 。 
[0196] ”在 一 些 实施 方案 中 ,校准 包括 使 用 第 一 激光 和 第 二 激光 ,在 一 些 实施 方案 中 ,第 一 
激光 是 重 直 的 激光 ,而 第 二 激光 是 水 平 的 激光 。 

[0197] ”使 用 激光 进行 校准 的 系统 

[0198] “在 某 些 实施 方案 中 ,本 文公 开 了 用 于 校准 包含 沉积 孔 口 的 墨盒 的 位 置 的 系统 ,其 
中 墨盒 接 附 在 生物 打印 机 上 ,所 述 系统 包含 :用 于 沿 至 少 一 个 轴 校 准 墨 盒 位 置 的 手段 ,其 中 
该 轴 选 自 y 轴 、x 轴 和 z 轴 。 
[0199] “在 某 些 实施 方案 中 ,本文 还 公开 了 用 于 校准 包含 分 配 扎 口 的 打印 机 头 的 位 置 的 系 
统 , 其 中 打印 机 头 接 附 在 生物 打印 机 上 ,所 述 系统 包含 :用 于 沿 x 轴 校准 打印 机 头 位 置 的 手 
段 ; 用 于 治 y 轴 校准 打印 机 头 位 置 的 手段 ;和 用 于 沿 z 轴 校准 打印 机 头 位 置 的 手段 。 

[0200] ”在 一 些 实施 方案 中 ,用 于 校准 打印 机 头 位 置 的 系统 包含 用 于 沿 x 轴 、y 轴 和 z 轴 校准 
打印 机 头 的 手段 。 在 一 些 实施 方案 中 ,用 于 沿 x 轴 、y 轴 和 z 轴 校准 打印 机 头 的 手段 是 激光 准 
直 、 光 学 准 直 、 机 械 准 直 、 压 电 准 直 、 磁 力 准 直 、 电 场 或 电容 准 直 、 超 声 准 直 或 其 组 合 。 

[0201] ”在 一 些 实施 方案 中 ,用 于 校准 打印 机 头 位 置 的 系统 包含 用 于 沿 x 轴 、y 轴 和 z 轴 校准 
打印 机 头 的 手段 。 在 一 些 实施 方案 中 ,用 于 沿 x 轴 、y 轴 和 z 轴 校准 打印 机 头 的 手段 是 激光 准 
直 。 在 一 些 实施 方案 中 ,激光 准 直 手段 包含 至 少 一 道 激光 。 在 一 些 实施 方案 中 ,激光 准 直 手 
段 包含 多 道 激光 。 

[0202] ”在 一 些 实施 方案 中 ,激光 准 直 意味 着 其 具有 任何 合适 的 精度 。 在 各 种 实施 方案 中 ， 
合适 的 精度 包括 任意 轴 上 约 土 5.10、20、30、40 或 50nm 的 精度 。 在 一 些 实施 方案 中 ,激光 准 直 
手段 精确 到 垂直 轴 上 士 40hm 和 水 平 轴 上 士 20nm。 

[0203] 在 一 些 实施 方案 中 ,在 激光 源 和 测量 点 之 间 的 激光 路 径 未 中 断 。 在 一 些 实施 方案 
中 ,通过 使 用 反射 表面 或 光学 透镜 ,激光 路 径 改 变 了 最 多 179” ,在 一 些 实施 方案 中 ,激光 路 
径 改 变 了 90” 。 在 一 些 实施 方案 中 ,使 用 水 平 激光 束 , 通 过 利用 反射 表面 偏转 ,在 垂直 路 径 上 
进行 测量 。 在 一 些 实施 方案 中 ,使 用 垂直 激光 束 ,通过 利用 反射 表面 偏转 ,在 水 平 路 径 上 进 
行 测量 。 
[0204] ”实施 例 

[0205] ”以 下 有 具体 实施 例 仅 应 解释 为 说 明 性 的 ,并 且 不 以 任何 方式 限制 本 公开 内 容 的 其 余 
部 分 。 无 需 进 一 步 详 述 ,相信 本 领域 技术 人 员 可 以 基于 本 文 的 描述 最 大 程度 地 利用 本 发 明 。 
本 文 引 用 的 所 有 出 版 物 特此 通过 引用 全 文 并 入 。 其 引用 证 明了 此 类 信息 的 可 用 性 和 公开 传 
播 。 
[0206] “实施 例 1:HASMC-HAEC 混 合 细胞 圆柱 体 

[0207] ”细胞 培养 

[0208] 平滑肌 细胞 :使 原 代入 主动 脉 平滑 肌 细 胞 (HASMC) 在 补充 有 10% 胎 牛 血清 (FBS)、 
100U/ml 青 霉 素 .0.lmg/m1 链 址 素 .0.25ug/ml 两 性 霉 素 B、0.01M HEPES( 全 部 来 自 
Invitrogen Corp. ,Carlsbad,CA)、 50mg/L 且 氨 酸 、50mg/L 上 甘氨酸 、20mg/L 丙 氨 酸 、50mg/L 抗 
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坏 血 酸 和 3hg/L CuS04( 全 部 来 自 Sigma ;St.Louis,M0) 的 低 和 葡萄 糖 Dulbecco 改 良 eagle 培 养 
基 (DMEM; Invitrogen Corp.,Carlsbad,CA) 中 于 37C 和 5%C0s 下 保持 和 扩充 ,在 所 有 研究 
中 使 用 第 4 代 至 第 8 代 的 HASMC 的 铺 满 培养 物 。 
[0209] ”内皮 细胞 :使 原 代 人 主动 脉 内 皮 细 胞 (HAEC) 在 补充 有 2%FBS,1ng/ml 氧 化 可 的 松 、 
10ng/ml 人 表皮 生长 因子 、3ng/ml 碱 性 成 纤维 细胞 生长 因子 、10ng/ml 肝 索 、100U/ml 青 霍 素 ， 
0.1mgmml 链 霉 素 和 0.25hg/ml 两 性 老 素 B( 全 部 来 自 Invitrogen Corp.,Carlsbad,CA) 的 培 
养 基 200 中 保持 和 扩充 ,细胞 在 37'C 和 5%C0s 下 在 经 明胶 (来 自 猪 血清 ;Sigma,St.Louis， 
M0) 包 被 的 组 织 培养 基 处 理 的 培养 瓶 中 生长 ,在 所 有 研究 中 使 用 第 4 传 至 第 8 代 的 HAEC 的 铺 
满 培养 物 。 

[0210] NovoGe1" 模 具 

[0211] ”2%w/v NovoGel™ 溶 液 的 制备 ;将 1g 低 熔点 NovoGelW 在 50mlDulbecco 磷 酸 盐 缓冲 
盐水 (DPBS) 中 溶解 , 简 言 之 ,在 加 热 板 上 将 DPBS 和 NovoGel™ 加 热 到 85'C ,持续 搅拌 直到 
NovoGel "完全 溶解 ,通过 在 125'C 下 燕 汽 灭 菌 25 分 钟 对 NovoGe1" 溶 液 进行 灭 菌 。 只 要 温度 
保持 在 66.5C 以 上 ,NovoGel 溶液 就 停留 在 液 相 。 低 于 这 一 温度 则 发 生 相 变 ,NovoGe1 深 
液 的 粘度 增加 , 且 NovoGel1™ 形 成 固体 凝 胶 。 

[0212] ”NovoGelm 模 具 的 制备 :使 用 适合 10cm 培 养 四 的 正 e 人 on 有 模具 ,制造 用 于 温 育 细胞 
圆柱 体 的 NovoGelY 模 具 。 简 言 之 ,使 用 70% 乙 醇 溶液 对 TeEfI5a8 模 具 进 行 预先 灭 菌 ,并 使 
模具 经 受 紫外 线 照射 45 分 钟 。 将 灭 菌 的 模具 放置 在 10cm 培 养 下 (VYWR International LLC， 
WestChester,PA) 顶 上 并 牢固 接 附 。 使 这 一 组 装 件 (Teflon” 模具 + 培养 四 ) 保 持 垂 直 , 并 将 
45ml 预 温 热 的 无 菌 2% NovoGe1 "溶液 倒 入 Teflon 模具 和 培养 四 之 间 的 空间 中 。 然 后 将 组 
装 件 在 室温 下 水 平 放置 1 小 时 ,以 使 NovoGel1™W 完 全 胶 凝 。, 胶 凝 后 , 移 除 Teflon* 印 模 ,并 用 
DPBS 洗 泛 NovoGel1" 模 具 两 次 ,然后 向 NovoGel1"™ 模 具 添 加 17.5mlHASMC 培 养 基 。 
[0213] ”HASMC-HAEC 圆 柱 体 

[0214] ”HASMC-HAEC 混 合 细胞 圆柱 体 的 制造 :为 了 制备 混合 细胞 圆柱 体 ,单独 收集 HASMC 和 
HAEC ,然后 以 预定 比例 混合 。 简 言 之 ,从 铺 满 培养 瓶 中 除去 培养 基 , 并 用 DPBS(lml/5cm 生 长 
区 域 ) 洗 涤 细 胞 .通过 在 胰 和 蛋白 酶 (lml7/15cm 生 长 区 域 ) 的 存在 下 温 育 10 分 钟 , 使 细胞 从 培 
养 瓶 表面 脱离 。 使 用 0.15%% 胰 和 蛋白 酶 使 HASMC 脱 离 ,而 使 用 0.1%% 胰 和 蛋白酶 使 HAEC 脱 离 . 温 育 
后 向 瓶 中 添加 适当 的 培养 基 ( 相 对 于 胰 和 蛋白 酶 体积 的 以 体积 )。 将 细胞 基 浮 液 在 200g 下 离心 
6 分 钟 ,接着 完全 移 除 上 清 液 . 将 细胞 沉 深 在 各 自 的 培养 基 中 重 悬 ,并 使 用 血细胞 计数 器 进 
行 计数 ,合并 适当 体积 的 HASMC 和 HAEC, 产 生 含 有 5、7.5、10、12.5 和 15%HAEC( 作 为 总 细胞 群 
的 %%) 的 混合 细胞 悬浮 液 .将 该 混合 细胞 悬 译 液 在 200g 下 离心 5 分 钟 ,接着 完全 移 除 上 清 液 。 
将 混合 细胞 沉淀 在 6ml HASMC 培 养 基 中 重 悬 ,并 将 其 转移 到 20m1 玻 璃 小 瓶 中 ,接着 在 37C 和 
5%C0* 下 在 定 轨 摇 床上 于 150rpm 培 养 60 分 钟 。. 这 使 得 细胞 彼此 聚集 并 开始 细胞 间 粘 附 。 培 
养 后 ,将 细胞 悬浮 液 转移 到 15ml 离 心 管 中 并 在 200g 下 离心 5 分 钟 。 移 除 上 清 液 培养 基 后 ,将 
细胞 沉淀 在 400h1 HASMC 培 养 基 中 重 悬 ,并 用 移 液 器 上 下 抽 吸 数 次 ,以 确保 所 有 的 细胞 簇 被 
打 碎 。 将 细胞 悬浮 液 转 移 到 放置 在 15ml 离 心 管内 的 0.5ml 微 量 离心 管 (microfuge tube) 中 ， 
接着 在 2000g 下 离心 4 分 钟 ,以 形成 高 度 密 集 且 致密 的 细胞 沉淀 , 吸 去 上 清 液 培养 基 , 并 通过 
抽 吸 将 细胞 转移 到 毛细 管 (0D 1.0mm,ID 0.5mm,L75mm;Drummond Scientific Co.， 
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Broomall ,PA) 中 ,以 便 产 生长 度 为 50mm 的 细胞 圆柱 体 。 将 毛细 管内 部 的 细胞 糊 在 37‘C 和 5% 
C0? 下 于 HASMC 培 养 基 中 培养 20 分 钟 。 然 后 使 用 与 毛细 管 一 起 提供 的 柱 塞 ,将 细胞 圆柱 体 从 
毛细 管 沉 积 到 NovoGel7 模具 (用 HASMC 培 养 基 履 盖 ) 的 四 槽 中。 将 细胞 圆柱 体 在 37C 和 5 中 
C0s 下 培养 24 和 48 小 时 。 
[0215] ”实施 例 2: 多 层 血 管 
[0216] ”细胞 培养 
[0217] 平滑肌 细胞 :将 原 代 人 主动 脉 平滑 肌 细 胞 (HASMC;GIBC0) 在 补充 有 10% 胎 牛 血清 
(FBS)、100U/ml 青 霉 素 .0. lmgml1 链 考 素 .0.25hg/ml 两 性 老 素 B、0.01M HEPES( 全 部 来 自 
Invitrogen Corp.,Carlsbad,CA)、50mg/L 且 氨 酸 、50mg/L 甘氨酸 、20mg/L 丙 氮 酸 50mg/L 抗 
坏 血 酸 和 3hg/L CuS04( 全 部 来 自 Sigma,St.Louis,MO) 的 低 和 葡萄 糖 dulbecco 改 恨 的 eagle 培 
养 基 (CDMEM) 中 于 37C 和 5%%C0? 保 持 和 扩充 。 在 所 有 研究 中 使 用 第 4 代 至 第 8 代 的 HASMC 的 铺 
满 培 养 物 。 

[0218] “内皮 细胞 :将 原 代 人 主动 脉 内 皮 细 胞 (HAEC) 在 补充 有 2%FBS、1lug/ml 氧 化 可 的 松 、 
10ng/ml 人 表皮 生长 因子 .3ng/ml 碱 性 成 纤维 细胞 生长 因子 .10ug/ml 肝 素 、100U/ml1 青 霉 素 、 
0.1mgmml 链 霉 素 和 0.25hg/ml 两 性 老 素 B( 全 部 来 自 Invitrogen Corp.,Carlsbad,CA) 的 培 
养 基 200 中 保持 和 扩充 。 使 细胞 在 37C 和 5% COs 下 在 经 明胶 (来 自 猪 血清 ) 包 被 的 组 织 培 养 
基 处 理 的 培养 瓶 中 生长 .在 所 有 研究 中 使 用 第 4 代 至 第 8 代 的 HAEC 的 铺 满 培 养 物 。 

[0219] 成 纤维 细胞 :将 原 代 人 皮肤 成 纤维 细胞 (HDF ) 在 补充 有 2%FBS、lng/ml 氧 化 可 的 
松 、10ng/ml 人 表皮 生长 因子 、3ng/ml 碱 性 成 纤维 细胞 生长 因子 、10ng/ml 肝 吉 、100U/ml 青 霍 
素 和 0.1lmg/ml 链 老 素 (全 部 来 自 Invitrogen Corp. ,Carlsbad,CA) 的 培养 基 106 中 于 37C 和 
5%C0s 保 持 和 扩充 。 在 所 有 研究 中 使 用 第 4 代 至 第 8 代 HDF 的 铺 满 培养 物 。 

[0220] ”NovoGelT 溶 液 和 模具 

[0221] 2% 和 4% (w/v)NovoGel “溶液 的 制备 :将 1g 或 2g( 分 别 对 于 2%% 或 4% ) 低 燃点 
NovoGel1™( 超 纯 LMP) 在 50ml Dulpecco 磷 酸 盐 组 冲 盐水 (DPBS) 中 溶解 。 简 言 之 ,在 持续 搅拌 
下 ,将 DPBS 和 NovoGel "在 加 热 板 上 加 热 到 85'C ,直到 NovoGel7m 完 全 溶解 .通过 在 125 人 下 蒸 
汽 灭 菌 25 分 钟 对 NovoGel7 溶液 进 行 灭 菌 。 只 要 温度 保持 在 66.5C 以 上 ,NovoGel 溶液 就 售 
留 在 液 相 。 低 于 这 一 温度 则 发 生 相 变 ,NovoGelz 溶 液 的 粘度 增加 , 且 NovoGelu 形 成 固体 凝 
胶 。 

[0222] ”NovoGelm 模 具 的 制备 :使 用 适合 10cm 培 养 四 的 下 5 位 8 到 模 具 ,制造 用 于 培养 细胞 
圆柱 体 的 NovoGelY 模 具 。 简 言 之 ,使 用 70% 乙 醇 溶液 对 下 sone 模 有 具 进行 预先 灭 菌 ,并 使 
模具 经 受 紫 外 线 照 射 45 分 钟 。 将 灭 菌 的 模具 放置 在 10cm 培 养 下 顶 上 并 牢固 接 附 。 使 这 一 组 
装 件 (Teflon 吧 模具 + 培养 四 ) 保 持 垂 直 , 并 将 45m1 预 温 热 的 无 菌 2%NovoGel7 溶液 倒 入 
了 Te 和 on 模具 和 培养 四 之 间 的 空间 中 。 然 后 将 组 装 件 在 室温 下 水 平 放置 1 小 时 ,以 使 
NovoGel "完全 胶 凝 , 胶 凝 后 , 移 除 Teflon* 印 模 , 并 用 DPBS 洗 涤 NovoGel1™ 模 有 具 两 次 。 然 后 ， 
向 NovoGel1" 模 具 添 加 17.5m] HASMC 培 养 苛 以 便 培养 HASMC-HAEC 混 合 细胞 圆柱 体 ,或 者 向 
NovoGel1" 模 上 其 添加 17.5ml] HDF 培 养 基 以 便 培养 DF 细胞 圆柱 体 。 

[0223] ”细胞 圆柱 体 
[0224] ”HASMC-HAEC 混 合 细胞 圆柱 体 的 制造 :为 了 制备 混合 细胞 圆柱 体 ,单独 收集 HASMC 和 


By 


29 


CN 103249567 B 说 明 书 27/30 页 


HAEC ,然后 以 预定 比例 混合 。 简 言 之 ,从 铺 满 培 养 瓶 中 移 除 培 养 基 , 用 DPBS(lml1/5cm2 生 长 区 
域 ) 洗 涤 细 胞 .通过 在 胰 和 蛋白 酶 (Iml/15cm“ 生 长 区 域 ) 的 存在 下 温 育 10 分 钟 ,使 细胞 从 培养 
瓶 表面 脱离 。 使 用 0.15% 胰 蛋白酶 使 HASMC 脱 离 ,而 使 用 0.1% 胰 和 蛋白酶 使 HAEC 脱 离 。 温 育 
后 ,向 瓶 中 添加 适当 的 培养 基 ( 相 对 于 胰 和 蛋白 酶 体积 的 2X 体 积 ) 。 使 细胞 悬浮 液 在 200g 下 离 
心 6 分 钟 , 接 着 完全 移 除 上 清 液 。 使 细胞 沉 演 在 各 自 的 培养 基 中 重 悬 ,并 使 用 在 细胞 计数 器 
进行 计数 。 合 并 适当 体积 的 HASMC 和 HAEC, 以 产生 含有 15%HAEC 和 剩余 85% 的 HASMC( 作 为 总 
细胞 群 的 百分比 ) 的 混合 细胞 悬浮 液 。 将 该 混合 细胞 悬浮 液 在 200g 下 离心 5 分 钟 ,接着 完全 
移 除 上 清 液 。 使 混合 细胞 沉淀 在 6ml HASMC 培 养 基 中 重 悬 ,并 将 其 转移 到 20ml1 玻 璃 小 瓶 中 ， 
接着 在 37‘C 和 5%C0s 下 在 定 轨 摇 床 上 于 150rpm 培 养 60 分 钟 。 这 使 细胞 彼此 聚集 并 开始 细胞 
间 粘 附 ,培养 后 ,将 细胞 悬浮 液 转 移 到 15ml 离 心 管 中 , 在 200g 下 离心 5 分 钟 , 移 除 上 清 液 培养 
基 后 ,使 细胞 沉淀 在 400n1 HASMC 培 养 基 中 重 惹 ,用 移 液 器 上 下 抽 吸 数 次 ,以 确保 所 有 的 细 
胞 秘 被 打 碎 。 将 细胞 悬浮 液 转 移 到 放置 在 15m1 离 心 管内 的 0.5ml 微 量 离心 管 中 , 接 着 在 
2000g 下 离心 4 分 钟 ,以 形成 高 度 密 集 且 致密 的 细胞 沉淀 。 吸 去 上 清 液 培 养 基 , 并 通过 抽 吸 将 
细胞 转移 到 毛细 管 (0D 1.0mm,ID 0.5mm,L 75mm) 中 ,以 便 产 生长 度 为 50mm 的 细胞 圆柱 体 。 
将 毛细 管内 部 的 细胞 糊 在 37' 必 和 5%C02 下 于 HASMC 培 养 基 中 培养 20 分 钟 ,然后 使 用 与 毛细 
管 一 起 提供 的 柱 塞 ,将 细胞 圆柱 体 从 毛细 管 沉 积 到 NovoGe1™" 模 具 ( 用 HASMC 培 养 基 和 覆盖 ) 的 
凹 槽 中 。 将 细胞 圆柱 体 在 37C 和 5%00? 下 培养 24 小 时 。 

[0225] ”HDF 细胞 圆柱 体 的 制造 :使 用 与 制备 HASMC-HAEC 混 合 细胞 圆柱 体 类 似 的 方法 制备 
HDF 圆 柱 体 。 简 言 之 ,从 铺 满 的 HDF 培 养 瓶 中 移 除 培养 基 , 并 用 DPBS(lml/5cm 生 长 区 域 ) 洗 涤 
细胞 .通过 在 胰 和 蛋白 酶 (0.1% ;lml/15cm 生 长 区 域 ) 的 存在 下 温 育 10 分 钟 ,使 细胞 从 培养 瓶 
表面 脱离 . 温 育 后 ,向 瓶 中 添加 HDF 培 养 基 ( 相 对 于 胰 和 蛋白 酶 体积 的 2X 体 积 ) ,将 细胞 悬浮 液 
在 200g 下 离心 6 分 钟 ,接着 完全 移 除 上 清 液 。 使 细胞 沉淀 在 6ml HDF 培 养 基 中 重 悬 ,并 将 其 转 
移 到 20m1 玻 璃 小 瓶 中 ,接着 在 37'C 和 5%C0s 下 在 定 轨 所 床上 于 150rpm 培 养 75 分 钟 ,培养 后 ， 
将 细胞 悬浮 液 转 移 到 15ml 离 心 管 中 , 并 在 200g 下 离心 5 分 钟 , 移 除 上 清 液 培 养 基 后 ,使 细胞 
沉淀 在 400n1 HDF 培 养 基 中 重 悬 ,并 用 移 液 器 上 下 抽 吸 数 次 ,以 确保 所 有 的 细胞 簇 被 打 碎 。 
将 细胞 悬浮 液 转移 到 放置 在 15m1 离 心 管内 的 0.5m1 微 量 离心 管 中 ,接着 在 2000g 下 离心 4 分 
钟 ,以 形成 高 度 密集 且 致 密 的 细胞 沉淀 。 吸 去 上 清 液 培养 基 ,并 通过 抽 吸 将 细胞 转移 到 毛细 
管 (0D 1.0mm,ID 0.5mm,L 75mm) 中 ,以 便 产 生长 度 为 50mm 的 细胞 圆柱 体 。. 将 毛细 管内 部 的 
细胞 糊 在 37'C 和 5%C02 下 在 HDF 培 养 基 中 培养 20 分 钟 。 然 后 将 细胞 圆柱 体 从 毛细 管 沉积 到 
NovoGel" 模 具 ( 用 HDF 培 养 基 覆 盖 ) 的 四 槽 中 。 将 细胞 圆柱 体 在 37C 和 5%C0? 下 培养 24 小 时 。 
[0226] 多 层 血 管 的 制造 
[0227] NovoGel1™ 基 板 的 制备 :通过 将 10m1 预 温 热 的 ( 二 40'C)NovoGel™N(2%w/v) 分 配 到 
10cm 培 养 王 中 来 制造 NovoGel1™ 基 板 , 分 配 后 NovoGel™ 立 即 均匀 扩散 ,从 而 覆盖 整个 呈 底 并 
形成 均匀 层 。 将 培养 生 在 室温 下 温 育 20 分 钟 ,以 使 NovoGel™ 完 全 胶 凝 。 

[0228] “多 层 血 管 : 使 用 HDF 圆 柱 体 和 HASMC-HAEC 混 合 细胞 圆柱 体制 造 由 HDF 外 层 和 HASMC- 
HAEC 内 层 组 成 的 血管 .采用 如 图 4 中 所 示 的 几何 排列 。 简 言 之 ,在 24 小 时 培养 期 结束 时 ,将 成 
部 的 HDF 和 HASMC-HAEC 圆 柱 体 吸 回 毛细 管 中 并 曾 于 适当 的 培养 基 中 直至 进一步 使 用 。 由 
NovoGel™ 棱 组 成 的 支撑 结构 如 下 制备 :将 预 温 热 的 2%NovoGel" 吸 入 到 毛细 管 (L 二 50mm) 
中 ,并 在 冷 PBS 溶 液 (4C ) 中 快速 冷却 .5cm 长 的 胶 凝 的 NovoGel7 圆 柱 体 从 毛细 管 放下 (使 用 
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柱 塞 ) ,并 且 直 接 放 倒 在 NovoGelm 荆 板 上 。 第 二 个 NovoGelm 圆 柱 体 与 第 一 个 吡 连 , 重复 该 过 
程 直至 放置 10 个 NovoGel7 圆 柱 体 ,从 而 形成 第 一 层 。. 此 时 将 20n1 PBS 分 配 到 NovoGel7 圆 柱 
体 上 方 以 保持 其 湿润 .进一步 将 六 个 NovoGel7 圆 柱 体 在 如 图 4 中 所 示 的 位 置 处 放 到 第 1 层 之 
上 (第 2 层 ) 。 然 后 在 位 置 4.5 和 6 放置 三 个 HDF 圆 柱 体 ,以 完成 第 2 层 。 分 配 各 个 HDF 圆 柱 体 后 ， 
在 放置 的 圆柱 体 的 上 方 分 配 40u1HDF 培 养 基 ,以 帮助 随后 的 圆柱 体 的 放置 并 防止 细胞 圆柱 
体 脱水 。 接 下 来 放置 第 3 层 的 NovoGel7 圆 柱 体 , 紧 接 着 在 位 置 3 和 6 放置 HDF 圆 柱 体 .用 HDF 培 
养 基 再 润 湿 该 结构 后 ,在 位 置 4 和 5 放 倒 HASMC-HAEC 混 合 圆 柱 体 。 随 后 ,在 细胞 圆柱 体 的 上 方 
分 配 40n1HASMC 培 养 基 和 40n1 HDF 培 养 基 。 通 过 在 位 置 1 和 7 放置 NovoGe1" 圆 柱 体 ,在 位 置 2 
和 6 放置 HDF 圆 柱 体 ,在 位 置 3 和 5 放置 HASMC-HAEC 温 合 圆柱 体 , 最 后 在 位 置 4 放 置 4% 
NovoGe1W 圆 柱 体 , 完 成 第 4 层 。 类 似 地 ,通过 在 图 4 中 所 示 的 位 置 放 倒 NovoGel1™" 圆 柱 体 接着 
是 HDF 圆 柱 体 最 后 是 HASMC-HAEC 圆 柱 体 , 完 成 第 5.6 和 7 层 , 一 旦 整个 构建 体 完成 ,将 0.5ml 温 
热 的 NovoGel 分 配 到 该 构建 体 的 各 端 上 ,并 使 其 在 室温 下 胶 凝 5 分 钟 。 在 该 NovoGel 胶 凝 
后 ,向 培养 下 添 加 30m1 HASMC 培 养 基 ( 以 确保 整个 构建 体 完 全 浸没 ) ,将 构建 体 在 37'C 和 5% 
C0s 下 培养 24 小 时 ,以 允许 细胞 圆柱 体 之 间 的 融合 。 
[0229] ”在 24 小 时 结束 时 ,从 融合 的 多 层 血 管 移 除 周围 的 NovoGel "支撑 结构 。 
[0230] ”实施 例 3: 生 物 打印 机 

[0231] 组装 生物 打印 机 ,生物 打 印 机 包含 打印 机 头 ,打印 机 头 具 有 用 于 来 持 黑 铭 的 简 严 
夹 头 夹具 和 用 于 分 配 墨 盒 的 内 容 物 的 活塞 。 使 用 的 墨盒 是 长 度 为 75-85mm 的 玻璃 微 毛 细 管 。 
每 次 需要 生物 墨水 或 支撑 材料 时 ,装载 新 的 毛细 管 。 

[0232] ”为 了 打印 结构 ,在 打印 过 程 的 持续 期 间 ,也 就 是 在 新 的 毛细 管 装载 到 打印 机 头 中 
时 ,需要 土 20nm 的 分 配 位 置 可 重复 性 。 为 了 保持 所 有 装载 的 毛细 管 在 x、y 和 和 z 方 向 上 相对 于 
同一 点 的 可 重复 性 ,生物 打印 机 包含 用 于 校准 微 毛细 管 位 置 的 激光 校准 系统 ,激光 校准 系 
统 将 所 有 毛细 管 尖端 的 位 置 校准 到 共同 参照 位 置 。 所 有 打印 移动 都 是 相对 于 这 一 参照 位 置 
作出 的 。 

[0233] ”通过 使 用 单 激 光 测 距 传 感 器 ,校准 所 有 三 个 轴 (x、y 和 z 轴 )。 该 系统 由 激光 传感器 
和 激光 束 组 成 .传感器 阀 限 是 激光 传感器 的 最 大 感应 距离 .传感器 设置 为 忽略 比 预 定义 的 
阁 限 更 远 的 所 有 信和 号。 传感器 使 用 三 角 测量 来 确定 与 对 象 (毛细 管 尖端 ) 的 距离 ,激光 传 感 
定向 为 使 光束 垂直 向 上 对 准 (+z 轴 )。 

[0234] ” 重 直 激光 校准 

[0235] 对 于 x 轴 上 的 校准 :将 毛细 管 尖端 移动 到 激光 传感器 的 范围 中 ,尖端 在 激光 束 的 左 
侧 (-x) 。 将 毛细 管 向 +x 方 向 移动 ,直到 传感器 检测 到 毛细 管 边缘 ,并 记录 这 一 位 置 。 从 对 侧 
重复 以 上 步骤 ( 即 ,尖端 放置 在 激光 束 右 侧 (+x) 并 向 -x 方向 移动 ,直到 传感器 检测 到 毛细 管 
边缘 ) 。 对 来 自 两 个 步 又 的 位 置 取 平 均值 ,以 计算 毛细 管 的 中 点 。 任 选 地 ,对 不 同 y 位 置 重复 
以 上 过 程 , 并 对 计算 的 中 点 取 平 均值 。 

[0236] “对 于 y 轴 上 的 校准 :对 y 轴 重复 以 上 (对 于 x 轴 的 ) 程 序 。 

[0237] “对 于 z 轴 上 的 校准 : 毛细管 尖端 移动 到 传感器 束 上 方 ,使 得 该 束 击 中 毛细 管 的 底部 
表面 , 且 尖 端 恰 在 传感器 范围 阀 限 以 外 。 降 低 毛 细 管 ,直至 达到 传感器 阀 限 ,该 位 置 记 录 为 z 
位 置 。 任 选 地 ,在 毛细 管 尖端 表面 上 的 多 个 点 重复 以 上 步 又 ,并 对 测量 的 高 度 取 平均 值 。 
[0238] 水平 激光 校准 
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[0239] “对 于 y 轴 上 的 校准 :移动 毛细 管 ,使 得 尖端 恰 低 于 激光 束 的 高 度 ,并 且 毛 细 管 向 一 
侧 离开 (以 7 方向) 。 毛 细 管 以 y 方 问 阴 向 激光 移动 。 当 激光 传感器 检测 到 毛细 管 反 射 的 束 时 ， 
停止 毛细 管 并 记录 这 一 位 置 .重复 以 上 步 又, 让 毛细 管 向 激光 的 另 一 侧 离开 ,以 -y 方 向 移 
动 . 将 来 自 以 上 步骤 的 中 点 记录 为 y 位 置 。 
[0240] ”对 于 x 轴 上 的 校准 :使 用 y 轴 上 的 校准 结果 ,移动 y 轴 ,使 得 激光 集中 于 毛细 管 上 。 移 
动 毛细 管 越过 传感器 阀 限 ,并 向 传感器 移动 ,在 毛细 管 越过 传感器 阀 限 且 传 感 器 输出 发 生 
化 时 ,立即 停止 毛细 管 。 将 这 一 位 置 加 上 1/2 毛 细 管 宽度 (来 自 y 校 准 ) 记 录 为 x 位 置 。 
[0241] ”对 于 z 轴 上 的 校准 ;将 毛细 管 从 x 位 置 上 移 , 直 至 其 摆脱 激光 束 . 毛 细 管 尖端 朝向 激 
光束 下 移 ,并 且 在 激光 束 中 断 时 立即 停止 (使 用 与 对 于 y 轴 相同 的 过 程 )。 将 这 一 位 置 记录 为 
Zz 位 置 。 

[0242] “毛细管 准备 

[0243] 在 从 毛细 管 打 印 之 前 ,准备 好 毛细 管内 部 的 生物 墨水 或 支撑 材料 ,使 得 生物 墨水 
A 
移动 到 恰 在 激光 束 上 方 , 其 中 该 束 集中 在 y 轴 上 .尖端 在 激光 束 上 方 20-100nm 处 。 回 下 驰 动 
打印 机 头 中 的 分 配 活塞 ,直至 生物 类 水 或 支撑 材料 开始 从 毛细 管 尖 端 向 外 分 配 并 中 断 激光 
束 . 通 过 反 向 驱动 活塞 (20-100hm) 将 分 配 的 生物 墨水 或 支撑 材料 吸 回 毛细 管 中 。 于 是 毛细 
管 被 准备 好 以 备 分 配 。 

[0244] ”NovoGelu 毛 细 管 清洁 
[0245] ”NovoGel7 用 作 支 撑 材 料 . 为 了 除去 粘 在 毛细 管 外 表面 上 的 过 量 NovoGe1l7 并 避免 
过 量 的 NovoGe1" 影 响 打 印 质量 ,除去 过 量 的 NovoGe1™ .将 擦拭 部 件 (wiping feature) 集 成 
到 散装 (bulk)NovoGel1™ 容 嚣 中。 散装 NovoGe1 容 器 配备 有 标准 医疗 小 瓶 ,该 小 瓶 具有 用 于 
接 附 隔膜 的 开 盖 。 隔 膜 配置 为 在 1-2mm 厚 的 硅胶 的 中 心 具 有 十 字 切 口 ,通过 将 毛细 管 穿 过 隔 
膜 浸入 散装 NovoGe1™ 容 器 中 并 抽 吸 NovoGel1™, 在 其 离开 容器 时 ,将 过 量 的 NovoGel™ 从 毛细 
管 上 擦 去 ,并 留 在 散装 容器 中 。 

[0246] ”血管 结构 的 打印 

[0247] 如 上 所 述 组 装 生物 打印 机 和 墨盒 。 生 物 打印 机 有 具有 台 ， 
打印 机 生成 的 结构 的 培养 下 ,培养 四 用 NovoGel' 包 被 。 
[0248] 血管 结构 的 二 维 表示 形式 (参见 例如 图 4) 由 用 户 输 入 到 软件 程序 中 ,进入 与 生物 
打印 机 连接 的 计算 机 中 ,血管 结构 的 三 维 表示 形式 由 HASMC-HAEC 混 合 细胞 圆柱 体 、HDF 圆 柱 
体 的 棱 和 限定 了 血管 结构 的 空隙 并 围绕 血管 结构 的 NovoGe1"" 棒 组 成 -HASMC-HAEC 混 合 细胞 
圆柱 体 和 HDF 细 胞 圆柱 体 如 实施 例 1 所 述 制备 ,并 吸入 毛细 管 中 以 供 插入 到 打印 机 头 的 简 夹 
夹 头 中 。 或 者 ,将 毛细 管 装载 到 打印 机 头 中 并 漫 入 散装 NovoGel 容器 中 ,并 将 NovoGel7 吸 
到 毛细 管 中 。 使 用 垂直 激光 校准 系统 来 校准 毛细 管 。 
[0249] 当 将 来 自 软件 程序 的 命令 提供 给 生物 打印 机 时 ,生物 打印 机 将 在 预定 位 置 打印 三 
维 结构 (在 HASMC-HAEC 棒 、HDF 棒 和 NovoGel" 棒 之 间 交 蔡 ) 到 培养 四 上 。 参 见 实施 例 2。 将 各 个 
棒 放 置 到 培养 四 上 之 后 ,用 少量 培养 基 将 棒 润 湿 。 一 旦 整个 构建 体 完成 ,将 温 热 的 NovoGel 
分 配 到 构建 体 的 各 端 上 ,使 其 在 室温 下 胶 站 , 并 向 培养 严 添 加 细胞 塔 养 基 以 浸没 整个 构建 
体 。 然 后 将 该 构建 体 在 37C 和 5%C02 下 温 育 ,以 促使 细胞 圆柱 体 之 间 的 融合 ,在 温 育 时 间 结 
束 时 ,从 融合 的 多 层 血 管 移 除 周围 的 NovoGel1™ 支 撑 结 构 。 
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[0250] 虽然 本 发 明 已 结合 其 具体 实施 方案 进行 了 描述 ,但 应 当 理 解 ,能 够 对 本 发 明 的 方 
法 作 进一步 修改 ,本 专利 申请 旨 在 涵盖 本 发 明 的 任何 变化 、 用 途 或 改动 ,其 一 般 遵 循 本 发 明 
的 原理 并 且 包 括 与 本 公开 内 容 相 比 的 偏差 ,这 些 偏差 在 本 发 明 所 属 领 域 的 已 知 或 惯用 实践 
范围 内 ,在 阐述 前 可 应 用 于 本 文中 的 基本 特征 ,并 且 落 在 所 附 权 利和 要求 的 范围 内 。 
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